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Estudios de difusi6n rotacional en molkculas 
fluorescentes a travks de una doble excitaci6n con 
pulsos User ultracortos 
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Resumen 
En este trabajo se presenta una nueva t6cnica para la determination de tiempos de 
difusion rotacional en mol6culas fluorescentes, a travds del estudio de la fluorescencia 
producida despues de la excitacion con dos pubs litser ultracortos. 
La tkcnica presenta la posibilidad de medir con resolution temporal limitada solo por el 
ancho del pulso, sin necesidad de detectores ritpidos. La idea central, es obtener 10s 
tiempos de difusi6n rnidiendo la energia total de fluorescencia en funcion del retardo 
entre pulsos. Partiendo de un modelo de moKcula esferica o elipsoidal, se propuso una 
ecuacion de d&sion para describir la evolution de la poblacion de mol6culas excitadas. 
Como consecuencia, se obtuvieron expresiones para la energia de fluorescencia total, y se 
estudio su dependencia con 10s tiempos de difusion y 10s distintos parhetros del sistema 
(energia de excitacion, orientation de 10s dipolos de absorcion y emision, retardo entre 
pulsos, etc.) 
Se muestra tambikn, en este trabajo, 10s distintos esquemas experimentales montados 
para realizar mediciones de energia de fluorescencia en funcion del retardo entre pulsos. 
Finalmente, se muestran 10s valores para 10s tiempos de difusion rotacional obtenidos, a 
partir de estas mediciones en algunas muestras testigo. 
Study of rotational diffusion times in fluorescent 
molecules through a double excitation with ultrashort 
laser pulses 
Key words: fluorescence, rotational diffusion, laser 
Abstract 
This work presents a new technique for molecular rotational diffusion 
times determination in fluorescent samples through the study of fluorescence produced 
after two-pulse excitation. 
The technique has the possibility of doing measurements with time resolution only 
limited by the excitation pulse-width, without the use of fast detectors. 
Rotational diffusion times are derived by measuring total fluorescence energy as a 
hc t i on  of time delay between pulses. From the model of spherical or ellipsoidal 
molecules, a diffusion equation to describe the evolution of the population of excited 
molecules was considered. Expressions for the total fluorescence energy were obtained. It 
was also studied its dependence with the time rotational diffusion and different 
parameters of the system (excitation energy, dipole orientation, shape of the molecule, 
Etc). 
In this thesis, it also shown the different experimental set-ups built to measure 
fluorescence energy as a hnction of the time delayed between pulses. 
Finally, fiom these measurements, the results obtained for the rotational diffusion times 
in some specific samples are s h o w  
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Capitulo 1 
1.1 Presentaci6n y antecedentes del problema 
Cuando una muestra fluorescente es iluminada con luz linealmente polarizada la fluores- 
cencia producida presenta anisotropia en la pol&aci6n, a h  cuando la muestra excitada 
sea is6tropa. Esta anisotropia se debe a que la excitaci6n se produce en un eje prefer- 
encid fijado por la polarizacicin del haz incidente. &to induce una distribucicin angular 
no homogbnea de la poblaci6n de molkulas arcitadas y de las que permamen en el es- 
tado fundamental. &te fen6meno se conoce como fotoseleccicin y se maxifiesta en una 
variaci6n en la polarizaci6n de la fluorescencia producida despuh de la excitacicin. POI- lo 
tanto, si se mide la fluorescencia polarizada, la intensidad de fluorescencia medida en la 
direcci6n pardela a la excitaci6n serB distinta a la medida en la direcci6n perpendicular. 
b t a  diferencia en las intensidades se denomina anisotropia de fluorescencia y constituye 
una poderosa herramienta para el estudio de propiedades didmicas en una gran variedad 
de molkulas orghicas, colorantes y mol6culas de inter& biol6gico como kidos nucleicos 
y proteinas inmersos en distintos medios: liquidos, polimeros, geles, nuevos materides 
compuestos etc. [I], [2], [3], 141. 
Las primeras observaciones de anisotropia de fluorescencia se remontan a principios de 
siglo en los trabajos de Lummer [5] y Weigert [6]. A partir de esm srperimentos el &is 
de la anisotropia de fluorescencia ha tenido un enorme desarrollo y ha dado origen a 
distintas tknicas con aplicaci6n en fotoquimica, biologia y medicina. 
Entre las numerosas aplicaciones que utilizan este fen6meno podemos mencionar: estudios 
de migraci6n de carga entre molkulas [2], espectroscopia de absorci6n y emisi6n [3], 
mecanismos de relajaci6n de estados excitados 121, estudios de propiedades estructurales de 
la molhula tales como su forma, dimensi6n y momento dipolar [7], cambios estructurales 
de los estados excitados, interacci6n de la molkula con su entorno sea &te un solvente, 
una red cristalina o la mat& de un polimero [2] y otras. 
Las molkculas fluorescentes, a las que llamaremos a lo largo de este trabajo fluor6foros, 
pueden encontrarse en la muestra en forma natural o bien introducirse en forma artificial. 
En este lSzltimo caso la molkula fluorescente, cuyas propiedades son bien conocidas, se 
encuentra en la muestra a manera de una "sonda 6ptica" pudikndose estudiar, a travks 
de la misma, propiedades del medio en el que h t a  se encuentra inmersa. 
Para la descripci6n de la anisotropia de fluorescencia el esquema mi& simple es suponer 
que la molkula fluorescente es esfkrica, rigida, y tiene un dip010 de absorci6n coincidente 
con el de fluorescencia. Se puede suponer que la distribucicin de molkulas fluorescentes 
es homogknea antes de la excitaci6n y que cada molkula tiene dos niveles el fundamental 
y el excitado, al que pasa cuando absorbe un fot6n. Despuh de la excitaci6n tendremos 
entonces, una poblaci6n de molkulas en el estado excitado y una poblaci6n de molkulas 
en el estado fundamental. Con estas suposiciones se puede obtener en forma t&rica una 
expresi6n de anisotropia que se conoce como anisotropia fundamental y que tiene valor 
mcixbo. Sin embargo existen una serie de factores de despolarizaci6n que modlcan esta 
anisotropia mikcha que se obtendria en sistemas ideales. Estos factores pueden ser de 
dos tipos: 
1- en primer lugar, aquellos que estAn relacionados con cambim internas en la estructura 
de la molkula, que pueden producirse tanto en la absorcibn, en la emisibn, o entre ambos 
procesos. 
2 el otro grupo de factores que intervienen en la desplarizaci6n estA relacionado con la 
interacci6n del fluor6foro con el medio en el que se encuentra. Aqd podemos mencionar 
el movimiento de rotaci6n de la molkula y las intercci6nes elktricas de &ta con el medio, 
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entre otras. 
En este trabajo tendremos en cuenta fundamentalmente esta idtima clase de factores de 
despolarizaci6n relacionados a la intercacci6n con el medio a trav& de parhetros como : 
viscosidad, temperatura, desplazamiento de volumen de solvente, fricci6n dielktrica, etc. 
Si la molkula estuviera inm6vil en el medio, la anisotropia de fluorescencia tendria un 
valor m&ximo y constante en el tiempo. Sin embargo, en una situaci6n real, la interacci6n 
del fluor6foro con el medio hace que la 6 t r o p i a  inicial relaje hacia una situaci6n de 
equilibrio, donde la distribuci6n angular de molkulas fluorescentes vuelve a ser homogenka 
y la &tropia se anula. 
Dentro de 1os factores que influyen en la relajacidn, pondremos especial atenci6n al 
movimiento de rotaci6n del fluorciforo. 0 sea que, a partir de la excitaci6n inicial que crea 
una distribuci6n de molkulas excitadas, supondremos que es el movimiento de rotaciiin 
el factor predominante que tiende a volver a la muestra homoghea. En este caso la 
anisotropia de fluorescencia es una magnitud apropiada para determinm esta evoluci6n. 
La descripci6n tdrica del movimiento de rotaci6n puede hacerse suponiendo que la h a  
sigue un proceso de difusi6n hacia el equilibrio a partir de la excitaci6n. Esta idea asume 
que el factor predomimmte de la despolarizaci6n es el movimiento browniano de rotaci6n, 
que surge de suponer que el proceso de despolarizacibn se produce fundamentalmente por 
las sucesivas colisiones entre el fluor6foro y el medio. Si bien existen numerosas teorias 
sobre la dependencia del coeficiente de difusi6n con los padmetros de la molkula y el 
medio en que hta se encuentra, no existe todavia una teoria a nivel molecular que permita 
predecir el rnovimiento en forma general teniendo en cuenta todos estos factores. 
Ya en 1929 Debye [8] mostr6 que el movimiento de reorientaci6n puede ser descripto 
planteando una ecuaci6n de difusi6n angular basada en la teoria de movimiento browniano 
de translaci6n. En una importante cantidad de sistemas estudiados es posible ajustar los 
valores experimentales de 10s tiempos de rotaci6n a travh de este modelo de rotaci6n 
difusional conocido como modelo hidrodinhico de DebyeStokesEinstein (D. S. E.). En 
el mismo el soluto es tornado como una esfera o un elipsoide y el solvente como un continuo 
de viscocidad qi . 
Esta teoria es luego extendida para el caso de molkulas m6s complejas [9], [lo] y 1111, 
y posteriormente se publican varios trabajos manteniendo la descripci6n hidrodinhica, 
pero introduciendo modelos mas sofhticados que m&can la interawi6n solubsolvente 
[13] o introducen distintas condiciones de contorno en la resoluci6n de las ecuaciones 
hidrodinBmicas [14], [15], [16], [17], [18] . 
Hasta fines de 1970 los resultados experimentales y te6ric06 se basaron en la interpretaci6n 
de la teoria hidrodinAmica, aunque se muestra en varios trabajos, que la misrna no se 
ajusta correctamente a los resultados obtenidos [7]. Como consecuencia surgen nuevas 
teorias que incluyen efectos micrdpicos, adem& de los colectivos ( hidrodinAmicos) [lg], 
[20]. Una revisidn en la evoluci6n de las distintas teon'as se puede encontrar en [17], [18]. 
En forma independiente del modelo u t h d o  el proceso de &i6n lleva a que la poblwi6n 
de molkulas excitadas y las molkulas en estado fundamental evolucionen con un tiempo 
caracteristico hacia el equilibria. En el caso en que el fluor6foro es de forma esfkrica 
un solo tiempo caracteriza todo el proceso, si la molkula es m& compleja pueden ser 
varios. La relaci6n entre estos tiempos y la gran cantidad de variables de las que depende 
(temperatura, viscocidad, volumen, etc.) se resume en el tensor de difusi6n. En este 
trabajo no entraremos en el detde de la dependencia del tensor con estas magnitudes. 
La expres3i6n mAs aceptada para estos tiempos a los que llamarernos tiempos de difusi6n 
rotational es: 
donde V es el volumen de la molkula que esta rotando, qi es la viscocidad del medio, 
k es la constante de Boltzman, T es la temperatura, f es el coeficiente de fricci6n y C 
es un parhetro determinado por las condiciones de contorno impuestas entre el soluto 
y el solvente. La interpretaci6n de este coeficiente se extiende en algunos trabajos, a1 
considerar su dependencia con la forma de la molkula, la relaci6n entre su volumen y el 
volumen de la molkula de solvente, el volumen libre, etc [17]. 
1 . l .  PRESENTACI~N Y ANTECEDENTES DEL PROBLEMA 
El valor de T, se obtiene en general por modelos no hidrodidmicas y estA relacionado con 
el tiempo de rotaci6n libre del fluor6foro. En muchos casos este valor se considera nulo. 
Asumiendo un proceso de difusidn, e independientemente del modelo usado para el ten- 
sor de difusidn, Furry [21] y Favro [22], encontraron expresiones para la poblaci6n de 
molkulas excitadas en funci6n del tiempo suponiendo una distribuci6n inicial arbitraria. 
En estos trabajos, se utiliza la equivalencia entre la ecuaci6n de difusi6n y la ecuaci6n de 
Scho~dinger, para la resoluci6n de la evoluci6n de la poblaci6n de molkulas excitadas, 
aplicando la funci6n de Green para el caso general de una molbcula asimktrica. 
A partir de 1os resultados obtenidos por Favro et al, y de las contribuciones de Lombardi 
y DafTorm [23], Tao T 1241 y Weber [25] entre otras, r d t a n  tres teorias similares en 
los trabajos de Ehrenberg y Riegler [28], W o r d  y Belford [29] y Chuang y Eisenthal 
[26]. En estos trabajos se obtienen expresiones para las intensidades de fluorescencia para 
el caso de molkulas asimbtricas mostrando su dependencia con los tiempos de &i6n 
rotational. Se asurne tambibn, que el dip010 de absorcihn y emisi6n se encuentra ubi- 
cado en forma arbitraria dentro de la mol&ula y se muestra que, en el caso general de 
molkuas asimktricas, es posible obtener hasta seis tiempos de difusi6n distintos aunque 
no independientes. 
Los primeros trabajos experimentales para la determinaci6n de estos tiempos de rotaci6n 
difusional surgen a principio de siglo, y fueron r&dos por Perrin [9],[10] utilizando 
fuentes de excitaci6n continua. En estos trabajos se supuso el caso de molkulas esfbricas 
y elipsoidales, planteando un mecanismo de despolarizaci6n browniano. Posteriormente 
Jablonski [27] relaciona estas expresiones con la anisotropia de fluorescencia, estudiando 
adem& otros efectos en la despolarizaci6n de la molkula. 
Si bien utilizando fuentes de excitaci6n continua se han obtenido una gran cantidad de 
resultados experimentales [7], es necesario en todos los cams suponer un modelo a priori 
de los mecanismas de relajaci6n para obtena los valores de los tiempos de difusi6n. 
Un progreso considerable se obtuvo con el surgirniento de los keres pulsados, ya que 
con los mismos se logra una fuente de excitaci6n rApida que permite determinar en forma 
directa los tiempos de difusicjn. 
En 1969 Eisenthal y Drexage [3O] reportan la primera observaci6n directa de un tiempo 
de reorientacicjn molecular usando un h e r  de excitaci6n funcionando en el rbgimen de 
picosegundos. A partir de alli lm trabajos experimentales tuvieron un gran impdm que 
mejor6 atin m& con la aparicicjn de l&eres de pulsos ultracortos (< 1 PS). 
En la actualidad &ten varias tknicas que permiten determinar tiempm rotacionales 
con resoluci6n en el orden del picosegundo o a h  menores . Recopilaciones y discmiones 
de las diversas tknicas pueden encontrarse en [I], [4], [3]. 
Entre las rrziSs importantes podemos mencionar dos, la primera basada en la absorci6n 
transciente y la segunda basada en la mezcla de frecuencias. 
a) en el primer caso la tknica se basa en mhtodos de absorci6n con la excitaci6n de dos 
pulsos [I]. La idea de la misma es excitar la muestra con un pulso de luz polarizada y 
mcdficar la distribucibn angular de la poblaci6n de molkulas de la muestra. La relajaci6n 
de las molkulas es sensada midiendo la absorci6n de un segundo pulso de prueba en 
funci6n del retardo entre pulsos. 
Ekta tknica fue introducida para la medici6n de tiempos de relajacidn por Shank y 
Ippen [31] al proponer una variante interesante en la cual los dos pulsos de excitacidn 
tienen un hgulo de 45" en sus ejes de polarizaci6n . La intensidad del pulso de prueba 
monitoreada en funci6n del retardo entre p k  despub de pasar por un analizador 
ortogonal con la direcci6n de polarizaci6n del segundo pulso. Ebta tknica fuC: mejorada 
por D. Waldeck y Fleming [32] y luego extendida por los mismos autores al caso en 
el cual la absorci6n se produce en multiples niveles [34]. En la actualidad el mhtodo 
se conoce como "Optically heterodyned polarization spectroscopy " y ha dado lugar a 
numerosos trabajos 1361, enfocados principahente al estudio de la dependencia del tensor 
de &i6n con la temperatura, la vkcocidad, y 1os efectos de la fricci6n dielktrica en la 
deimmimci6n de los tiempm de dZusi6n. 
Otra variante de esta t&ca que utiliza tres pulsos de excitaci6n es conocida como "TYan- 
sient grating absorption ". En este caso, dos pulsos de excitaci6n con polarizaciones parale 

tiempo donde todavia es muy poco lo que se conoce. 
La implementaci6n de la tknica permite tambikn realizar estudios de absorci6n que se 
complementan con los de fluorescencia para determinar los tiempos de difusi6n tanto en 
la molkula en estado excitado como en el fundamental. 
A travh de estas expresiones para la energfa de fluorescencia paralela y perpendicular 
a1 eje de excitadn en funci6n del tiempo y el CLUculo de la anisotropia de rotaci6n se 
puede obtener el tiempo de despolarizaci6n de estas mol&ulas al que llamaremos tiempo 
de difusi6n rotational. 
Para el sistema que proponemos el factor predominante de la despolarizaci6n es el movimiento 
browniano de rotaci6n producido por las colisiones entre los fluor6foros y el solvente en 
el que se encuentran disueltos. 
En la tknica propuesta la excitaci6n se realiza con dos pulsos l&r iguales que inciden 
sobre la muestra con un retardo controlado entre ellos. El primer pulso crea una dis- 
tribuci6n espacial de molkculas excitadas que, al decaer y relajar debido al movimiento de 
rotacidn de las mol&ulas fluorescentes, producen m a  intensidad de fluorescencia deter- 
rninada. Esta primera excitaci6n crea anisotropia tanibibn en la poblacibn de molhulas 
en el estado fundamental. 
El segundo pulso incide sobre la muestra cuando todavia hay molkulas excitadas por el 
primer pulso. %to hace que la distribuci6n de molkulas no excitadas que encuentra sea 
diferente de la distribuci6n homogknea que encontr6 el primero. Como adem& podemos 
variar el retardo entre pulsos, se p d e  muestrear dmo varian las intensidades y energias 
de fluorescencia, para un rango de valores de retardo mayores al ancho de pulso y menores 
a1 tiempo de fluorescencia. 
La idea central de la tknica propuesta consiste entonces en la medici6n de la energia 
total de fluorescencia producida por 10s dos pulsos de excitaci6n en funci6n del retardo. 
Debido a la anisotropia producida en la distribucih espacial de molkulas excitadas por el 
primer pulso, esta energfa de fluorescencia, ser& diferente de la mera suma de intensidades 
producida cuando los dos pulsos esth separados por un retardo much0 mayor que el 
tiempo de fluorescencia o sea cuando no interactuan. 
Comparando la energia de fluorescencia total producida a un retardo fijo, por la doble 
excitacidn, con la que se obtendria en el caso en que los dm pulsos estuvieran separados 
por un retardo inhito, podemos obtener informaci6n del tiempo de despolarizaci6n. A 
esta diferencia la llamaremos energia diferencial de fluorescencia y serA la magnitud central 
en el desarollo de este trabajo. A travks de la curva de energia diferencial en funci6n del 
retardo podemos obtener los tiempos de difusidn rotational, objetivo find en la mediciones 
del mbtodo propuesto. 
En lo que sigue, este trabajo se presenta con el siguiente esquema: En el segundo capitulo 
se describe la idea de la tknica propuesta, el modelo te6rico utilizado y las suposiciones 
tenidas en cuenta en el modelo. Se presentan tambikn las ecuaciones que describen la 
evoluci6n de la poblaci6n de moli?culas excitadas y no excitadas despuh del doble pulso, 
y se definen 10s conceptos de poblaci6n diferencial y energia diferencial que constituyen 
la idea central de este trabajo. 
Se estudia el caso particular en donde el fluor6foro se supone de forma esfkrica, se obtienen 
las expresiones de energia diferencial y su dependencia con el tiempo de difusi6n. 
En el tercer capitulo, se estudia el caso & general donde la molkda tiene forma clip 
soidal, obteniendo expresiones para la energia diferencial cuando el dip010 se encuentra 
sobre el eje de simetria o en direccibn ortogonal a este eje. 
Finalmente en el cuarto capitdo se describe el trabajo experimental desarollado y se 
muestran 10s resultadcs obtenidos. 

Capitulo 2 
Modelo 
2.1 Consideraciones Generales 
En &te capitulo se obtienen las expresiones de energia de fluorescencia, despu& de una 
doble excitaci6n de la muestra, a travb de la resoluci6n de una ecuaci6n de difusi6n. En 
el modelo propuesto, se ten&& en cuenta las siguientes suposiciones : 
- El sistema en estudio es un conjunto de molkculas fluorescentes inmersas en un solvente 
con &lo dos niveles, el fundamental y el excitado. 
-La concentracidn de fluor6foros es lo sufientemente baja como para despreciar las in- 
teracciones entre si, s61o tendremos en cuenta la interacci6n con el medio en el que esta 
inmerso. 
- La molc5cula es rigida y no sufre ninguna modificaci6n estructural entre la absorci6n y 
la emisi6n. 
-Tratarernos exclusivamente el movimiento de rotaci6n del fluor6foro sin considerar su 
dependencia con los parhetros del solvente. La interacci6n entre solvente y soluto se 
describe a travb de un tensor de &i6n, y no entraremos en la descripci6n detallada de la 
dependencia de este tensor con las carecteristicas del fluor6foro y del medio. Es decir que 
suponemos que el fluor6foro estzi sometido a un n h e r o  muy grande de "colisiones "con 
el solvente y esto permite tratar el problema como un movimiento de rotaci6n browniano. 
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2.2 Ecuaci6n de movirniento del fluor6foro. 
Para definir la orientacidn del fluor6foro utilizaremos dos sisternas de referencia, un 
sistema de laboratorio que llamaremos a lo largo de este trabajo X - Y - 2, y otro 
sistema fijo a la mol&ula que llamaremos x - y - x ,  se@ se muestra en la figura 2.1. 
Defhimos tambikn el vector u(a, p, 7) ,que determina la direcci6n del dip010 de absorci6n 
y emisi6n de la molkula. La terna a, , f3 ,~  representa los hgulos de Euler [44 medidos 
desde el sisterna de laboratorio a1 sistema fijo a la molkula. 
Figura 2.1: Sistemas de coordenadas X - Y - Z (sistema de laboratorio) y x - y - x 
(sistema fijo a la molkula) y los hgulos que definen la orientaci6n relativa. 
La ecuaci6n de movimiento para u(a, p, 7, t )  sera: 
donde w(t) es la velocidad angular del fluor6foro en el instante t .  
2.2. ECUACI~N DE MOVLMIENTO DEL FLUOR~FORO. 
Teniendo en cuenta la suposici6n de movimiento browniano, la velocidad angular debe 
cumplir la ecuaci6n de Langevin [45] del tipo: 
donde I es el momento de inercia de la molkcula, 6 es el tensor de fricci6n rotational y A(t) 
representa el momento o torque producido por las coliciones entre molkula y solvente. 
Supondremos que estas colisiones tienen un caracter aleatorio y por lo tanto: 
< A(t)A(tl) >oc S(t - t') 
Suponmm tambikn que en la muestra hay N molkulas fluorescentes homogeneamente 
distribuidas con una densidad (con respecto a la orientaci6n) de no = 2, donde 47r 
representa la normalizaci6n en el &lido. 
La muestra fluorescente es excitada por un pulso de luz y &to crea una anisotropia 
tanto en la poblaci6n de molkulas excitadas como en la de las no excitadas. Luego de la 
excitaci<in, y debido a1 movimiento browniano de rotaci6n) la anisotropia inicial producida 
en la pobki6n de molkulas excitadas difbnde hacia la situaci6n de equilibria. 
Como la molkula tiene s61o dm niveles, el fundamental y el excitado, y despreciamos otros 
caminos alternatives tanto para la excitaci611, como para la emisi6n7 todas las molkulas 
se desexcitan a travh de la emisi6n de fluorescencia. 
Llarnamos ne(R, t) a la densidad de mol~ulas excitadas y nf (a, t) a la densidad de molku- 
las en el estado fundamental. La densidad de fluor6foros en la muestra antes de toda 
excitaci6n es no. 
Supondremos que se cumple en todo momento la condici6n: 
Y por lo tanto se verifica: 
La condici6n 2.4 es una primera aproximaci6n del problerna real, ya que estamos suponiendo 
que, tanto las molkulas excitadas, como las no excitadas, tendrh el mismo movimiento 
de rotaci6n y por lo tanto los mismm tiempos de difusi6n. 
El tratamiento analitico de la difusi6n rotacional, se puede hacer en forma andoga al caso 
de la difusi6n por translaci6n. En primer lugar dehimos el operador de rotaci6n infinites- 
imal L, similar al operador momento angular definido en m&ca cdntica utilizando el 
gradiente rotacional VS2: 
Asi definido, el gradiente tiene en cuenta las variaciones producidas s61o por rotaciones 
infinitesimales. El vector u es el definido anteriormente ( figura 2.1 ) 
Con este gradiente podemos definir, en forma andoga al caso del movimiento browniano 
de translacidn, un vector de flujo del proceso de reorientaci6n de las molkulas como: 
donde D representa las componentes del tensor de difusi6n, y n(a, P, 7) puede represen- 
tar tanto la densidad de mol&ulas excitadas como las que se encuentran en el estado 
fundamental. 
Es importante aclarar que, si bien el operador L es idkntico tanto para ne(a, p, 7) como 
para nf (a, P, y), el tensor de difki6n no es en principio el mismo. Eata diferencia se 
debe a que la interacci6n soluto-solvente, en principio, no es la misma para la molkula 
en el estado excitado y en el estado fundamental. En este trabajo despreciaremos esta 
diferencia y supondremos, en todos los cams, que el movimiento de difusi6n y por lo tanto 
los tiempos carBcteristicos resultantes, son iguales en los dos casos. Esta suposici6n estB 
implicita en la condici6n 2.4. 
La ecuaci6n de continuidad para el caso de rotaci6n se puede escribir como: 
Los coeficientes de difusi6n pueden definirse como: 
Supondremos en todos los caws que podemos elegir el sistema fijo a la molhula de forma 
que en ese sistema el tensor difhi6n es diagonal. 
Para los casos donde el coeficiente de fricci6n cumple la condici6n tit >> 1 la definici6n 
se reduce a [14] : 
En este trabajo consideraremos los casos en que las molkulas absorbentes son de forma es- 
fBrica o elipsoidal y tienen un momento dipolar de absorci6n p que ten&& una orientaci6n 
con el eje de polarizaci6n dada por 10s hgulos a, p y 7 de acuerdo a la dehici6n dada 
en 2.1. Debido a la suposici6n de muestra homogenea, los hgulos deben cumplir: 
La excitaci6n se produce con un haz linealmente polarizado en un eje que tomararemos 
siempre como el eje Z en el sistema de laboratorio. Supondremos en primer lugar que 
el haz de excitaci6n es un p u b  en forma de delta de Dirac con una energia total que 
Ilamaremos a. 
0 sea que la intensidad del pulso incidente ser8: 
I ( t)  = a6(t - to) 
La ecuaci6n de evolu&n que proponemos para la poblacicin de molkulas excitadas es 
[53] : 
La expresi6n para n, tiene dependencia con R = (a, P, 7 )  de acuerdo a la definicidn dada 
en la figura 2.1, t es el tiempo medido a partir de la primera excitacidn, K es un factor 
que depende de la energia de excitaci6n y c u p  definici6n se da en 2.14, Q, representa 1os 
tiempos de difusi6n rotacional, y r es el tiempo de fluorescencia. 
El segundo miembro de la ecuaci6n tiene tres tkrminos. El primer0 corresponde a la 
excitaci6n de la muestra, el segundo corresponde al decaimiento por fluorescencia, y el 
iiltimo tbrmino tiene en cuenta la rotaci6n difusional. 
En el primer t&rrnino, el factor K depende de la intensidad del pulso incidente I ( t )  a 
travb de la expresi6n: 
I (t) K = ap- Ahu 
donde o es la secciiin eficaz de absorci6n del fluor6for0, p es la eficiencia cdntica que 
asumimos cercana a 1, u es la frecuencia de excitaci6n y A es el 6rea de enfoque del haz 
incidente. 
Debido a la suposiciiin inicial de una molkula con dlo dos niveles el decaimiento por 
fluorescencia es monoexponencial. 
En el tercer tbrmjno H representa el operador de difusi6n que en su forma m& general y 
de acuerdo a 2.8 es: 
2.2. ECUACI~N D E  MOVIMIENTO DEL FLUOR~FORO. 
donde Dij son las componentes del tensor difusibn y L es el operador momento angu- 
lar. IWk adelante se &An las expresiones para casos particulares suponiendo una forma 
determinada de la rnol6cula. 
Como estamos suponiendo que la excitacibn es una delta podemos resolver la ecuacibn 
2.13 separando la excitacibn, de la evolucibn posterior del sistema, asumiendo que durante 
la excitacibn el decaimiento por fluorescencia y la difusibn son despreciables. De esta 
forma se puede obtener la poblaci6n de mol6culas excitadas en un instante imediatamente 
posterior a la excitacion (t = 0+) . 
n.(n, t = O+, K )  = no [I- e ~ p  - (K ( p . ~ ) 2 ) ]  (2.16) 
A lo largo de todo este trabajo supondremos que el valor de K es chico, tomando como 
cota superior: 
Si tomamos como valor tipico para la seccibn eficaz de las muestras: 0 =10-~~crn~ ,  y 
p = 1 obtenemos, a partir de 2.14 una intensidad I 5 6 5 9 ,  suponiendo un pulso de 
1 ps. de duraci6n con una longitud de onda de 532 nm. &to corresponde a una potencia 
media de 650 m W. para pulsos con una repetici6n de 100 A4 Hz.  
Si hacemas un desarrollo en serie en K de la expresibn 2.16 ,y conservamos solo lm 
tkrminos hasta segundo orden, obtenemos: 
Integrando en todo el hgulo &lido tenemos que la fiaccibn de molkulas excitadas sera 
Que corresponde para K = 0.1 a una fraccibn del 3% sobre el total de la muestra. 
Una vez que la muestra es excitada el sistema decae por fluorescencia, pero al mismo 
tiempo hay un proceso de difusi6n rotational. Para describir esta evoluci6n resolvemos 
2.13 pero ahora sin el tQrnino de excitaci6n. 
EXsten varios mbtodos para resolver a t e  proceso de difusi6n [7], en este trabajo seguire- 
m a  la teoria presentada por Favro [22] y extendida luego por otros autores [B] , [26]. La 
ecuaci6n a resolver es: 
b t a  ecuaci6n es d l o g a  a la ecuaci6n de Shoedinger para un rotor rigido asirnbtrico. En 
su trabajo, Favro et al, demuestra que un mktodo conveniente para la resolucibn es el 
de la funci6n de Green. Aplihdola para e t e  caso podemos expresar a la poblaci6n de 
molkulas excitadas como: 
donde G(Ro/R, t) es la funci6n de Green que describe la rotaci6n del sistema de molku- 
las excitadas, suponiendo que en el instante t = O+ teniamos una poblaci6n dada por 
n, (R,, t = O+ , K) que evolucionarA en el instante t a n, (0, t, K )  . 
La funci6n de Green puede ser desarrollada en tbrminos de las autofunciones del rotor 
rigido asimktrico para el caso m& general. Como en este trabajo analizaremos &lo 10s 
cams en que el fluor6foro tiene forma esfbrica o elipsoidal podemos sirnplificar la expresi6n 
para la funci6n G(Ro/R, t) y expresarla en funci6n de las autofunciones del rotor simktrico. 
De esta forrna podemos escribir a la funci6n de Green como: 
En esta expresicjn 10s coeficientes se definen como CZkm = *~km(no)qlkm(~) 
Donde \Iilkm(n) representa las autofunciones mencionadas, y Elkm sus autovalores 
Despuh de separar la parte temporal, la ecuacicjn a resolver es: 
Donde Dl, D2, D3 son 10s element05 diagonales del tensor de &icjn, y Li representa las 
componentes del operador momento angular segrin la defjnici6n dada por Rose [42]. 
De esta forma la expresicjn para la evolucicjn temporal de la poblaci6n de molkulas exci- 
tadas serd, utilizando 2.20, 2.21 y 2.22 : 
ne(n,  t ,  K )  = C alkm(K) q l k m ( n )  ex~(-Elkmt) 
Ikm 
donde lm coeficientes alkm se obtienen como: 
Teniendo en cuenta la expresi6n 2.17 los coeficientes arkrn ten&& un tkrmino lineal y un 
tkrrnino cuadrdtico en K . 0 sea que, la expresi6n para n,(O, t, K )  serd suma de tkrminos 
de orden 1 y orden 2 en K. 
2.3.1 Excitaci6n con el segundo pulso. 
El segundo pulso llega a la muestra en el instante to. Por simplicidad suponemos que el 
segundo pulso es idkntico a1 primero, esto es, una delta con energia a. La intensidad total 
de excitacicjn es entonces : 
I (t) = a6 ( t )  + ab(t - to) 
En todo momento supondremos que to < r y to < @ donde @ representa el tiempo carac- 
teristico de difusi6n rotacional. Para este rango de tiempos el segundo pulso encontrard 
la muestra modXcada respecto a la que encontr6 el primer pulso de excitaci6n, y esta 
diferencia tiene dos contribuciones : 
1-En primer lugar, al tener menor densidad de molkulas en el estado fundamental, la 
fluorescencia producida por la excitaci6n del segundo serd menor. &to es debido a que 
hay todavia molkulas excitadas por el primer pulso. Esta diferencia depende del tiempo 
de fluorescencia del fluor6foro y no estS relacionada con la dihsi6n de las molkulas 
excitadas. 
2 El otro factor se debe a que en la segunda excitaci6n la muestra ya no es homogenea 
como sucedia cuando fui: excitada con el primer pulso. 
Como 10s pulsos de excitaci6n estb linealmente polarizados la no homogeneidad en la 
muestra se traduce en una disminuci6n en la poblaci6n de molkulas excitadas. La idea 
fundamental de la tecnica es utilizar estas diferencias para, a travCts del estudio de la 
fluorescencia en funci6n del retardo, obtener informaci6n del tiempo de fluorescencia y 
del tiempo de difusi6n rotacional del fluor6foro. 
Despuh de la excitaci6n con el segundo pulso la poblaci6n de molkulas excitadas serz'i: 
1 ne(n, t = tt, K )  = (no - ne(R, t = t,, K ) )  K ( c . z ) ~  - - K~ ( p . ~ ) ~  + 2 
ne(R,t = t ; ,K)  
I 
En esta expresi6n el primer tlmnino corresponde a las molkulas excitadas por el segundo 
pulso, el segundo corresponde a las molkulas que fueron excitadas por el primer pulso y 
todavia no decayeron a1 estado fundamental en el instante to. 
Podemos escribir 2.26 como: 
En 2.27 la poblaci6n de molkulas excitadas resulta ser suma de tres tkrminos. El primero 
es idkntico a la expresi6n 2.16, obtenida para la primera excitaci6n , el segundo tkrmino 
depende d o  de la poblaci6n remanente del primero y represents las molkulas que dejan 
de ser excitadas por el segundo pulso debido a que hub0 una excitaci6n previa. Esto 
sigdica que la cantidad de molkulas excitadas por el segundo pulso disminuye a medida 
que es menor el retardo ente pulsos. El tercer tkmino coincide con el segundo de la 
expresi6n anterior (2.26) y corresponde a las molkulas excitadas por el primer p u b ,  que 
todavia no decayeron a1 estado fundamental. 
Llamaremos desde ahora poblaci6n diferencial ( nd ), a la densidad de molkulas excitadas 
determinada por el segundo tkrmino en la ecuaci6n 2.27. 0 sea que: 
La poblaci6n diferencial tiene en cuenta la diferencia entre la "cantidad " de molkulas 
excitadas por el primer pulso, y la cantidad excitada por el segundo, asumiendo que los 
dos pulsos son idknticos. Esta diferencia depende de la velocidad de desexcitaci6n del 
fluor6for0, a travk del tiempo de fluorescencia, y de la &i6n rotacional de acuerdo 
a lo ya comentado anteriormente. De esta forma podemos obtener informaci6n sobre el 
tiempo de difusi6n rotacional y el tiempo de fluorescencia estudiando &lo la evoluci6n de 
la poblaci6n diferencial en funci6n del retardo. 
De acuerdo a la expresi6n 2.23 y 2.24 la expresi6n ne(R, t = t i ,  K) tendrzi solamente 
tkrminos lineales y cuadrziticos en K. Para ser consistentes con la suposici6n inicial con- 
servaremos d o  tC:rminm de orden 2 en K. Podemos entonces, redefinir la poblaci6n 
diferencial despredando el ttirmino -; K2 ( p . ~ ) ~ e n  la expresidn 2.27 ya que a el producto 
n,(R, t = t i ,  K) 2 K~ ( p . ~ ) ~  ten& todos sus tkrminos de orden superior . De esta forma 
A partir de esta definicidn, y con el mismo razonamiento utilizado para obtener la evolu- 
ci6n de la poblaci6n de molkulas excitadas, podemos estudiar la poblaci6n diferencial a 
partir de la segunda excitaci6n obteniendo la expresi6n de nd(n, t K )  en funci6n de las 
autofunciones !PIkm(R) para t > to. 
donde los coeficientes blkm(K) se obtienen en forma d l o g a  a 2.24. 
Para obtener las expresiones para nd(n, t, K) y, a partir de &as, la intensidad y enagia 
de fluorescencia, es necmario conocer la forma de la molkula y la ubicaci6n de los dipolos 
de absorci6n y de emisi6n dentro de la misma. 
Como primer paso estudiaremos la situaci6n mAs sencilla que corresponde a1 caso de m a  
molkula esfkrica donde los dipolos de absorci6n y emisi6n son coincidentes. 
En esta secci6n trataremos el caso particular donde suponemos que la m o l ~  es de
forma esfkrica con un momento dipolar de absorci6n p cuya direcci6n viene dada por el 
vector u(a, p, y)  definido en 2.1 
Debido a la simetria que presenta la molhula son necesarios s61o dos &gulos para describir 
su orientaci6n. Por esta r h n  utilizaremos el sistema de coordenadas polares en lugar 
del sistema a,  P,  y, con la defSci6n usual dada por los hgulos 9 y @ medidos desde el 
sistema X - Y - Z fijo. Ver esquema en la figura 2.2. 
Por la simetria que presenta la forma de excitaci6n, ( luz linealmente polarizada en el eje 
Z ) no hay dependencia con el iingulo y por lo tanto, las arpresiones para la poblaci6n 
de molkulas excitadas y no excitadas tendrh dependencia d o  en 9. 
Debido a que estamos suponiendo el caso de molkulas esfkricas: 
Haz lncidente 
Figura 2.2: Sistema de referencia para el caso de molkula esfbrica 
Si suponemos que el primer pulso de excitaci6n llega a la muestra a t = 0, y dado que este 
pulso es una delta podernos suponer que en t = 0' la poblaciin de m o l ~  arcitadas 
serzi, de acuerdo a lo obtenido en 2.16: 
En esta expresi6n estamos asumiendo que no hay ninguna molkula en el estado excitado 
antes de la llegada del primer pulso a la muestra. 
De acuerdo a lo obtenido en 2.26 tomamos un desarrollo a segundo orden en K con lo 
que la expresi6n 2.32 serzi: 
Despuk de la excitaci6n la ecuaci6n de evoluci6n de la poblaci6n de molkulas excitadas 
est6 determinada s61o por los tt:rrninos de difusi6n y de decaimiento por fluormencia. 
Luego de separar la parte temporal, la ecwi6n a resolver es idkntica a la ecwi6n de 
autovalores para un rotor esfkrico rigido. En este caso, debido a la simetria de la molkula 
esfhica, d o  los subindices I y rn son n e c d o s .  
&to es : 
donde Q1,, y El,, son las autofunciones y los autovalores del operador difusi6n defhidos 
en 2.22 que adem&, en este caso, coinciden con los arm6nicos esfkricos. 
El desamollo 2.23 tiene ahora una expresi6n mAs sencilla ya que, la simetria en Z que 
introduce la excitaci6n con luz polarizada hace que s61o lm autofunciones con rn = 0 
tengan coeficientes no nulos. Podemos eliminar este subindice en todas las expresiones y 
utilizar la notaci6n Q1 y El. 
Las expresiones para las autofunciones y los autovalores se reducen entonces a: 
donde Al son constantes de normalizaci6n y Pl (cos(0)) son 10s polinomios de Legendre. 
Dado que los tres elementos diagonales del tensor difusi6n 2.22 son igua.les, tomamos ese 
valor como D, el coeficiente de difusi6n. 
Ekpaudiendo la expresi6n 2.33 en funci6n de 10s 8 tenemos que para todo t > 0 y antes 
de la llegada del segundo pulso de excitaci6n t < to: 
Teniendo en cuenta que d o  consideramos tt:rminos de hasta segundo orden en K, y 
debido a la simetria en la excitaci6n, &lo los coeficientes Cl con valores de I = 0,2,4 son 
distintos de cero. 
Defjnimos el tiempo de difusi6n rotational como: 
De esta forma la expresi6n para la poblaci6n de molkulas excitadas para un tiempo t > 0, 
a partir de 2.35, 2.36 y 2.37 sera: 
En el grace 2.3 se muestra la fracci6n de molkulas excitadas, 3 en funci6n de 9 para 
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tres valores distintos de K. Esto corresponderia a distintos valores en la energia de 
excitaci6n (ver por ejemplo 2.18). La fracci6n de mol&ulas excitadas llega a un valor 
cuando el dip010 es paralelo o antiparalelo a la direcci6n de polarizaci6n del haz 
incidente ( 0 = 0 o 0 = T ) .  Este valor es similar a1 valor de K s e g h  se muestra en el 
grace 2.3. 
Excitaci6n con el segundo pulso 
Cuando el segundo pulso llega a la muestra en un instante que llamaremos to, siguiendo 
el mismo rmnamiento de 2.16, la poblaci6n de molkulas excitadas sera suma de dos 
t&minos. El prirnero, al que llamaremos nl, constituido por las molkulas que todavia 
permanecen en el estado excitado debido a la excitaci6n con el primer pulso, y el segundo 
a1 que llamarmos n2, el de las molkulas excitadas con el pulso retrasado. En todo 
momento supondremoe que to 5 T o sea que el retardo entre pulsos es menor a1 tiempo 
de fluorexencia. 
&to significa que inmediatamente despuh de la segunda excitaci6n tendremos: 
Figura 2.3: F!racci6n de molkulas excitadas en funci6n del hgulo 0 para distintos valores 
de K. 
donde n2 represents la poblaci6n total de molkulas excitadas &lo por el segundo pulso. 
De esta forma la cantidad de molkulas excitadas despuh del doble pulso esta dada por: 
Y esta expresi6n vale para todo t > to. 
Para ser consistentes desarrollamos a segundo orden en K la expresidn 2.40 y volvemos a 
aplicar un desarollo como el de la expresi6n 2.36 obtenemos: 
De acuerdo a lo discutido en la secci6n anterior, la idea central para la obtenci6n del 
tiempo de difusi6n rotacional se basa en las diferencias entre las molkulas excitadas 
por el primer pulso y las excitadas por el segundo pulso. Estas diferencias e s t b  dadas 
exclusivamente, por la evoluci6n de las molkulas que no fueron excitadas por el segundo 
pulso, en el instante to, por estar en el estado excitado . 
Utilizando la definici6n dada en 2.28 la poblaci6n diferencial nd(O, t) en el instante que 
llega el segundo pulso, y siempre en el caso particular de molkulas esfkricas, tiene la 
siguiente expred6n: 
Haciendo el desarollo a segundo orden en K, siempre a t = to, y reemplazando 2.41 en 
2.43 resulta : 
Una comparaci6n entre la densidad de molkulas que se encuentran en el &ado "difer- 
encial " (en t = to), con la densidad de molkulas en el estado excitado despuh de la 
primera excitaci6n (t = 0), da una idea clara de la relaci6n entre la energia de fluores- 
cencia producida por cada pulso y la energia diferencial, de la que se espera obtener los 
tiempos de difusi6n. Para eso calculamos el cociente entre la densidad de molkulas en la 
poblaci6n diferencial y la densidad en el estado excitado. Llamaremos F a1 resultado de 
este cociente: 
En esta expresi6n se ve que el cociente F tiende a cero cuando el retardo es mucho mayor 
que el tiempo de fluorescencia (7) independientemente del valor del tiempo de difusi6n 
(a). M o  sigdica que todm los procesos de difusi6n rotacional con tiempos mayores que 
T no podrh ser medidos con esta tknica. Este resultado es razonable, teniendo en cuenta 
que estamos obteniendo la informaci6n de la fluorescencia 
Otro hecho importante es que, debido a la condici6n de K 5 0.1, el cociente F(K,  T ,  a) es 
prwticamente proportional a K y, por lo tanto, a la energia de los pulsos de excitaci6n. 
En el grace 2.4 se muestra la distribucidn angular de la poblaci6n diferencial para dis- 
tintos valores en el instante de la segunda excitaci6n (to). 
F i i a  2.4: Poblacidn diferencial en funcidn del zingdo 0 para distintos retardos entre 
pulsos. Se tomaron como parhetros T = 10 y = 1. 
Si aplicamos el desarollo 2.30 con las mismas autofunciones y autovalores de 2.36 obten- 
emos la expresi6n para la poblacidn diferencial para t 2 to : 
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2.5 Expresiones para las intensidades de fluorescen- 
cia 
A partir de la expresicin 2.46, y siempre suponiendo que la sccitaci6n se produce con un 
haz polarizado en el eje 2, podemos calcular la intensidad de la fluorescencia emitida en 
m a  direccicin de polarizacicin dada por el vasor $. Tomamcs lcs hgulos 0' y 4' para fijar 
la direccicin de $, de acuerdo a1 q u e m a  que se rnuestra en la figma 2.5. 
Polarizacion 
Deteccibn 
Ftuorescencia 
Figura 2.5: Deteccicin de fluorescencia polarizada en direccibn ortogonal a la de excitacicin. 
En el sistema en que estamos trabajando sera 
8 = (sin(@') cos (4') ,sin(@') sin(gl), cos(0')) 
De esta manera obtenemos la intensidad de fluorescencia en una direccicin perpendicular 
a la direccicin de excitacicin a travh de la expresibn: 
donde el versor i, es el que fija la orientacidn de las molkulas que aparecen en el integrando 
dadas por n(8, 4,  t) y por lo tanto: 
Para simpllificar el dculo supondremos que se encuentra en el plan0 YZ (ver figma 
2.2) y por lo tanto tomaremos en todos los caws 4' = ;.
Desarrollando para este caso la expresi6n 2.48, y teniendo en cuenta que por la sirnetria 
de la excitaci6n la poblaci6n de molkulas excitadas no depende de 4, la expresi6n general 
para la intensidad de fluorescencia es: 
Llamarema Ip(t) (Intensidad paralela) a la intensidad de fluorescencia obtenida cuando 
$ 1 1  2, y Ie(t) (Intensidad perpendicular ) a la intensidad obtenida cuando $ I Y y la 
excitaci6n es producida con un solo pulso. 
De acuerdo a estas definiciones: 
Siguiendo el mismo razonamiento llamaremos en adelante E, y Ep a las energias de flu- 
orescencia paralela y perpendicular obtenidas cuando la excitaci6n se realiza con un solo 
pulso. 
Si en las expresiones 2.51 y 2.52 reemplazamos n(8,+, t) por la poblaci6n diferencial 
nd(8, 4, t) obtenemos lo que llamarema la intensidad diferencial Idp y Id, . 
2.6. EXPRESIONES PARA LA ENERGfA DIFERENCIAL 
2.6 Expresiones para la energia diferencial 
A partir de la intensidad de fluorescencia, podemos obtener la expresi6n para la energia 
de fluorescencia integrando en el tiempo. La integral se obtiene tomando como tiempo 
inicial el instante de la segunda excitaci6n. De esta forma calculamos &lo la energia de 
fluorescencia que llamamos diferencial. 
De la rnisma forma que para las intensidades, elegimos como direcci6n de polarizaci6n 
a los ejes Y y Z y llamamos energia diferencial perpendicular Ed,, y energia diferencial 
paralela Edp a las energias obtenidas con los respectivos ejes de polarizaci6n7 de acuerdo 
con las siguientes dehiciones: 
Las expresiones 2.53 correspondientes al caso de molkulas esfkricas son: 
Para tener una idea de la magnitud de la energia diferencial de fluorescencia comparada 
con la fluorescencia total, d e h o s  las energias normalizadas haciendo el cociente de la 
energia diferencial, con la energia de fluorescencia que produciria la excitaci6n con un solo 
pulso. 
Llamaremos Enp a la energia normalizada, polarizada en forma paralela al eje de ex- 
citacibn, En, para el caso polarizado en forma perpendicular. 
donde Ep y E, son las energias obtenidas excitando con un solo pulso. 
En los grAficos 2.6 y 2.7 se muestran las curvas de En, y En, en funci6n del retardo entre 
pulsos para distintos valores del cociente $. 
Figura 2.6: Energia diferencial normalizada paralela a1 eje Z Pdnp) para distintos dores  
de la relacibn 4 
En todos los casos las curvas de energia diferencial se obtuvieron con K = 0.01. 
Se& se muestra en los grAficos 2.6 y 2.7, los valores mzkimos para esta energia se 
obtienen para retard- cercanos a cero. La raz6n estA en que, cuanto menor sea el retardo 
entre pulsas, mayor ser6 la anisotropia presente en la muestra que encuentra el segundo 
pulso de excitacidn, y por lo tanto mayor la diferencia entre la energia de fluorescencia 
producida por el primer pulso y la energia producida por el segundo. La energia diferencial 
es precisamente, ista diferencia. De acuerdo a las figuras 2.6, 2.7, los valores m&dmos, 
corresponden al0.7% de la energia de fluorescencia que se obtendria con un solo pulso de 
excitaci6n. 
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Figura 2.7: Energia diferencial normahada perpendicular d eje Z (Edne) para distintm 
valores de $. 
Se observa tambikn que para los casos donde se cumple la relaci6n $ < $, las curvas 
muestran un decaimiento rApido en la energia diferencid, que corresponde a la difusi6n 
rotational, seguido por un decaimiento lento que corresponde a la fluorescencia. Puede 
obsemse que, bajo esta condici6n7 el proceso de difusi6n es menos afectado por el de- 
caimiento por fluorescencia. 
En el caso inverso en que $ > & ambos procesos, difusiiin y decaimiento por fluorescencia, 
ocurren en tiempos sirnilares y el cornportmniento biexponencid es menos evidente. 
Para hacer una estimaciiin de la sensibilidad del mktodo, calculamos la variaci6n de Edp 
y Ed, con el tiempo de difusi6n. 
Defjnimos: 
En los graces 2.8 y 2.9, se muestan los valores de Sd, y Sd, en funci6n del retardo para 
distintos valores de $. 
Figura 2.8: -bilidad en funci6n del retardo para la energia diferencial paralela. Se 
tomaron distintos valores de $ 
A partir de estas curvas, se puede observar que la sensibilidad de la energia diferencial 
aumenta cuando el cociente $ disminuye. Los casos tipicm de inter& son principalmate 
aquellos donde los tiempos de rotaci6n son cortos, por debajo del nanosegundo, mientras 
que 10s tiempos tipicos de fluorescencia se encuentran entre 1 y 10 nanosegundos. 
Tambikn surge de estos grdficos que, para los casos en que 4 > T ,  la sensibilidad tiende 
a cero y la tknica deja de ser litil. &to se debe, a que la fluorexencia no puede tener 
informaci6n del movimiento de difusi6n si su tiempo caracteristico es mayor a T. 
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Figura 2.9: Sensibilidad en funci6n del retardo para la energia diferencial perpendicular, 
tomando distintos dores de $ 
Para evaluar los valores de $ que optimizan la tkcnica, la figura 2.10 muestra el mciente 
entre sensibilidad y energia diferencial para el caso en que la polarizaci6n es paralela. 
Idknticos resultados se obtienen para el caso de polarizaci6n perpendicular. 
En el grAfic0 2.10 se puede observar que el cociente sensibilidad/energia diferencial alcanza 
su valor rmixhno cuando el retardo es cercano a1 valor del tiempo de rotacibn, adem& 
a t e  vdor crece cuando el cociente $ disminuye. 
2.6.1 Energia diferencial total 
Cuando la detecci6n de la fluorescencia polarizada se hace de acuerdo a1 esquema de la 
fugura 2.5, la energia de fluorescencia total sera% 
Figura 2.10: Cociente entre sensibilidad y energia diferencial para el caso en que la po- 
larizaci6n es paralela, tomando distintos v$orea de t. 
donde Ilamarnm Ex, Ep, Ez a la fluorescencia polarizada a lo largo de cada eje, se& 2.5. 
Debido a la simetria en el eje Z de excitacidn, se cumple: Ex = Ex = E, es la energia de 
fluorescencia perpendicular, mientras que E, = Ep es la energia de fluorescencia paralela. 
Por otro lado, si la detecci6n de la fluorescencia se realiza en una direcci6n arbitraria de 
polarizaci6n dada por el vector 5, ( figura2.5) la expresi6n para estA dada por: 
En el caso particular en el cual la detecci6n se realiza con un polarizador donde [ cumple 
la condici6n : 2 sin2 (6') = cos2 (6') , la energla. de fluorescencia serB proportional a Et . En 
a t e  caso, se dice que la direcci6n de polarizaci6n estA en iingulo dgio, y corresponde 
en nuestro esquema a un hgulo 6' = 5 4 . 7 O .  
Mendiendo a t e  razonamiento, llamaremos energia diferencial de fluoracencia total ( 
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Para el caso de molkula esfkrica se obtiene la expresi6n: 
En el gAfico 2.11 se muestra el comportazniento de Edt en funci6n del retardo para 
distintos valores del cociente $. 
Figura 2.11 : Energia diferencial total para distintos valores de 
La energia, diferencial total presenta una ventaja importante con respecto a las dehidas 
anteriormente ya que los valores de 10s coeficientes que multiplcan a las exponenciales (ver 
2.58) no dependen de T ni de 4. En las acpresiones 2.54 y 2.55 en cambio esta depedencia 
sf aparece. 
La eliminacidn de la dependencia con y r en 10s coeficientes, se consigue en otras tknicas 
( single photon counting [2] , upconversion [44] ), haciendo dos mediciones y calculando la 
anisotropia de fluorescencia ( la diferencia entre la intensidad de fluorescencia en direcci6n 
paralela y perpendicular ) [7], [2]. En a t e  caso solo es necesaria una medici6n para poder 
realizar el ajuste. 
2.6.2 Energia diferencial sin polarizar 
Una alternativa interesante a las planteadas, es la de realizar la detemi6n sin polarizar 
la fluorescencia. En este caso y suponiendo siempre un esquema de detecci6n como el de 
2.5, la expresi6n de la energia de fluorescencia no polarizada que llega a1 detector es: 
M e  tip0 de medici6n represents una simplificaci6n importante en el esquema experimen- 
tal ya que es elirninado el polarizador en la deteccibn de fluorescencia [35]. 
2.6.3 Comparaci6n entre las distintas energias diferenciales 
A partir de las expresiones 2.53, 2.55, 2.58 ,2.60 se puede observar que la energia diferen- 
cia1 tiene una dependencia exponential con los tiempos de fluorescencia y rotaci6n. Las 
curvas en todos los casos son suma de dm tbrrninm exponenciales, uno con un tiempo de 
decaimiento (a + $)-l y el otro con un tiempo T. 
Ek interesante destacar que en los casos donde el tiempo de difusi6n es mucho menor que 
el de fluorescencia (4 < $) el tc.jmino de decaimiento por fluorescencia es practicamente 
constante para los retard- del orden de 4. Esto hace que la curva sea practicamente una 
monoexponencial y facilita el ajuste para obtener 4. 
S e g h  se obtiene de la expresi6n 2.58, en el caso extremo en que T -+ oo, la seiial de 
energia diferencial total cae de su valor (obtenido a retardo cero), al50% cuando 
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to M 4. &to se evidencia en el grace 2.12 donde se muestran las dos contribuciones 
(fluorescencia y difusi6n) por separado y el resultado final que es la energfa diferencial 
total en funci6n del retardo. 
solo el termino de difusi6n 
Edif,, 
solo el termino de fluorescencia 
Figura 2.12: Se muetran por separado las contl-ibuciones a la energfa diferencial del factor 
de fluorescencia, el factor de difusi6n y el producto de ambas que es la Edtot 
En este caso se tom0 4 = &. El valor del tkrrnino de E& cae al51% de su valor 
cuando to = 4 . 
En 10s tres casos presentados (Ed,, Ed,, Edt), la medici6n de la energia diferencial permite 
la obtencicin del tiempo de difusi6n con una sola medicicin, si se conoce el tiempo de 
fluorescencia. En particular el caso de E& presenta la particularidad, ya mencionada, de 
que 10s coeficientes que multiplicau a las exponeneciales no dependen de q5 y T .  
Por otro lado, hay una limitaci6n siempre presente en h t a  tknica y es que, d o  en los 
casos en que el tiempo de difki6n es del mismo orden, o menor a1 tiempo de fluores- 
cencia, las mediciones se rb  posibles. De lo contrario la sensibilidad del mktodo baja 
Figura 2.13: Comparaci6n entre 10s valores -0s de Ed,, Ed,, Edt, Ed, en funci6n 
de K (proportional a la energia de excitaci6n). 
En el grace 2.13 se muestran 10s valores m&ximos para la energia diferencial paralela 
(Ed,), energia diferencial perpendicular (Ed,) ,energfa diferencial total (Edt), y energia 
diferencial no polarizada (Ed,) en funci6n del pardmetro K. 
Se supone que en todas las curvas, tanto la muestra como los parBmetros del pulso de 
excitaci6n son 10s rnismos. Todos los valores gr&cados se calcularon inrnediatamente d e  
spuh de la segullda excitaci6n7 y estBn normalizados con el valor mkimo que corresponde 
a Edt para K = 0.01 
En el griifico 2.14 se muestran las curvas de energia diferencial normalizadas con la energia 
de fluorescencia que se obtendria con un solo pulso. Los valores de estoa cocientes se 
jgaficaron en funci6n de K. 
A partir de este grAfico se obsem que, la radn entre energia diferencial y la energia de 
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Ed, 
E 
E:; 
Ede  
Figura 2.14: R,elaci6n entre 10s valores mAximm de energia diferencial con la energia de 
fluormencia (con un solo pulso) en funci6n de K. 

Capftulo 3 
Mol6culas elipsoidales 
En este capitulo nos ocuparernos del caso de una molkula elipsoidal, con un eje de sirnetria 
no degenerado. 
En esta caso elegimos un sistema de referencia fijo a la molkula (x, y, x) y otro fijo en el 
laboratorio (X, Y, Z ) ,  tal como se muetra en la figura 3.1. 
Haz incidente 
J Fluorescencia * 
Figura 3.1: 
Suponemos que cada molkula en la muestra tiene un momento dipolar dado por ,u, de 
Serd 6til para el desmollo que sigue, definir las componentes en una base esfbrica a travh 
de la transformaci6n: 
Para cualquier vector V la relaci6n entre las componentes en esta base, en el sistema de 
laboratorio y el sistema fijo a la molkula, estd dada por: 
donde Dlmk(a, P, y) son los elementos de la matriz de rotaci6n utilizando la convenci6n 
de Rose [42] y a, P,  y representan los Angulos de Euler segiin la definici6n comh [44. 
En esta base, el producto escalar comb entre dos vectores Vy W se escribe como: 
3.1 Excitaci6n de la rnuestra 
Describimos con este formalism0 la aborci6n de un fot6n por un fluor6foro en la muestra 
que, segiin lo descripto en 2.13, es proporcional a1 cuadrado del producto escalar entre 
el eje de polarizaci6n del haz incidente y el momento dipolar de absorci6n. Utilizando la 
relaci6n 3.4 tenemos que: 
3.1. EXCITACI~N DE LA MUESTRA 
Esta expresi6n permite d d b i r  el caso general, en el que el dipole de absorci6n tiene 
cualquier orientxi611 dentro de la molkula. 
En este trabajo se consideraron de inter& dos situaciones particular=, en donde: 
i) el dip010 de absorci6n orientado en el eje z de la molecula 
ii) el dipolo estii en el plano de simetria ortogonal a1 eje z. 
En el primer caso la expresibn 3.5 sera 
En el segundo caso podemos suponer, sin p6rdida de generalidad, que el dipolo estS 
orientado sobre el eje x. En cuyo caso el producto 3.5 serii: 
Los element- de la matriz de Wigner pueden relacionarse con los mm6nicos esf6ricos en 
10s sistemas en que hay simetria de revoluci6n. En nuestro caso &to se curnple ya que 
suponemos que la excitaci6n es paralela al eje Z del sistema de laboratorio. Esta simetria 
permite adem& e k a r  la dependencia en uno de los ihgulos de Euler. Por esa r d n ,  
en la acpreai6n 3.5 todm 10s elementos de la matriz de Wigner involucrados tienen uno 
de los subindices igual a cero. 
Esto nos permite relacionar cada elemento de esta matriz con los arm6nicos esf6ricos de 
la siguiente forma: 
Teniendo en cuenta estas propiedades podemos plantear la evoluci6n de la poblacibn 
de mol6culas excitadas con un pulso y, a partir de esa stpr&6n, obtener la poblaci6n 
Siguiendo el razonamiento hecho para el caso general en 2.17, las expresiones para 10s 
coeficientes obtenidos en 2.23, para la poblaci6n de mol&ulas excitadas ser&n : 
Para la ecuaci6n de difusi6n el operador H tiene la expresi6n: 
Utilizando la expresi6n 2.23 y aplidndola a1 caso particular de mol&ulas elipidales 
donde podemos utilizar las expresiones 3.5 y 3.8, tenemos que la poblaci6n de molkulas 
excitadas es: 
3.1. EXCITACI~N DE LA MUESTRA 
En esta expresi6n los autovalores El, se obtienen a partir de la relaci6n: 
Los coeficientes Dll y Dl representan la componente paralela y perpendicular al eje z en 
el sistema fijo a la molkula. 
Para el caso de un elipsoide con semiejes a, b, en los trabajos [9] y [7] se propone una 
relacion simplificada entre, los d c i e n t e s  de &i6n y el cociente entre semiejes. Si 
bikn se encontr6 que en algunos casos la concordancia con los resultados experimentales 
es buena [43], esta relaci6n no se curnple en forma general, y d o  es tomada en este 
trabajo como una estimaci6n entre los tiempos de difusi6n del elipsoide y el tiempo de 
fluorescencia. Las expresiones son : 
Donde p es el cociente entre ejes, menor que 1 para mol&ulas en forma oblada y mayor 
que uno para las mol6culas en forma prolada. El coeficiente D es el valor obtenido para 
las molbculas esfkricas donde @ = &. 
Los tiempos de rotaci6n difusional akin relacionados con los coeficientes de difusi6n por 
la relaci6n 3.11, tal como se mostrarti en la siguiente secci6n. De ahi la importancia en la 
determinaci6n de los coeficientes del tensor de difusi6n D. 
Las expresiones para las intensidades de fluorescencia obtenidas con un solo pulso, en 
direcci6n paralela y perpendicular a la de polarizaci6n, tienen hasta seis t6rminos con 
decaimientos exponenciales. Esto es asumiendo una molkula no simbtrica [26]. La 
anisotropia es en este caso suma de cinw tkmninos. 
Para molkulas elipsoidales, el n h e r o  de tiempos de decaimiento se reduce a tres, y estos 
tiempos esth relacionados con los valores de El, no nulos [26] . De estos tres valores, solo 
dos son independientes. &to mismo ocurre para las expresiones de la energia diferencial, 
3.1.1 Dipoloenelejex. 
En primer lugar trataremos el caso en que, el dip010 se encuentra en el eje z de la molkula. 
En este caso, a partir de los resultads obtenidos en 3.6 y 3.9, se o h m  que la dependencia 
en 10s coeficientes para la expresi6n de ne(a, P, t , t0)  es idkntica a1 caso de m o l k h  
esf~cas. 
A partir de la evoluci6n de la poblaci6n de molkulas excitadm por el primer pulso, 
obtenemos la poblaci6n diferencial nd utilizando la expresi6n 2.29. Suponiendo que en el 
btante  to llega el segundo pulso de excitaci6n, la expresi6n para nd serd: 
nd(a, P, t ,  t o )  = C C bimKm(a, P )  exp(-Etm(t  - t o ) )  
Como consecuencia de la sirnetria en la excitaci6n, y en la forma de la molkula, &lo los 
valores pares de I con 0 < I 5 4 y rn = 0 dan coeficientes bl, # 0. 
h resultah obtenidos para la energia de fluorexencia son tambiin similares, y las 
expresiones para la energia diferencial, tanto polarizada como total, tienen un solo tiempo 
de difusi6n que esta dado en este caso por la expresi6n: 
3.1. EXCITACI~N DE LA MUESTRA 
La expresi6n para la energia diferencial total es: 
3.1.2 Dipolo en el plano xy. 
Desarrollaremos a continuaci6n el caso en que los dipolos de absorcihn, y de emisi6n se 
encuentran en el plano de sirnetria de la molkula, es decir, ortogonal al eje x.  Sin pbrdida 
de generalidad consideraremos que 10s dipolos se encuentran ubicados sobre el eje x. 
Una vez obtenidos los coeficientes arm y utilizando las expresiones 2.26 escribirnos las 
expresiones para la poblaci6n de molkulas arcitadas para un tiempo t posterior a la 
excitaci6n: 
2 - t(l+6 d ~ + 4 e ~ )  t ( l f6  d7f4 er) 
6 ( c o ~ ( 8 ) ) ~  (cos(a)) e - 3 (cos(p))= e- I 
De la misma forma que en el caso anterior, obtenemos la poblaci6n diferencial n d ,  uti- 
lizando la e x p r d n  2.29. Suponiendo que en el instante to llega el segundo pulso de 
&(a, P,  t ,  t o )  = C C hnYlm(a, 8)  exp(-Erm(t - to)) 
donde 10s valores de 10s coeficientes distintos de cero son: 
3.1.3 Energfa diferencial total. 
A partir de 3.13 obtenemos la expresi6n para la intensidad diferencial de fluorescencia en 
direcci6n paralela (Id,), y perpendicular (Id,) al eje Z (paralelo al eje de polarhci6n 
de la excitaci6n). A diferencia de las expresiones obtenidas para el caso de laa molkculas 
esf&icas, las integrales sobre el zingdo &lido deben hacerse teniendo en cuenta que a y 
p son hgulos de Euler y no las coordenadas polares del dipolo. De esta rnanera : 
A partir de la expresiones para las intensidades obtenemos la energia diferencial paralela 
(Ed,), perpendicular (Ed,) y total (Edt). Siguiendo la definici6n dada en 2.53 tenemos: 
00 
Ed, = [ Idp(t, to)dt 00 Ed, = Ide(t, to)dt 
La expresion obtenida en este caso es : 
De acuerdo a lo obtenido en 3.21 la energia diferencial tiene dos tiempos caracteristicos de 
difusi6n rotational, a los que Ilamaremos y Q2 y e s h  relacionados con los elementos 
del tensor de &i6n de acuerdo a: 
En la expresi6n 3.21, por lo tanto, encontramos tres tiempos caracteristicos T ,  y a2 
que determinan la forma de la curva Edt vs. to . 
En los mdtiples trabajos que se encuentran en la literatura [7], [2], los valores tipicos 
para los tiempos de fluorescencia oscilan entre Ins y Ions, mientras que, los valores para 
los tiempos de difusi6n, para mediciones realizadas cerca de temperatura ambiente van 
desde 1 ps hasta 10 ns.[7], [2]. Por esta raz6n es que podemos separar claramente las 
curvas de energia diferencial en dos regiones: la primera corresponde a1 caso en el cud, 
el tiempo de fluorescencia es mucho mayor a los de rotaci6n y la segunda a1 caso en que 
estos tiempos son sjmilares. 
Si utilizamos las expresiones 3.12 para obtener los valores de y vemos que, para el 
cam prolado ( p  > I), a medicla que aumenta la relaci6n entre los semiejes de la molkula 
aumenta el cociente 2, mientras que para el caso oblado ( p  < 1) los tiempos tienen 
valores similares. 
Por ejemplo para p = 1, resulta M en los dos casos, pero cuando p = 10 tenemos 
En 10s grzificos 3.2 y 3.3 se muestran curvas de energia diferencial para diferentes valores 
1 de la relaci6n (i = 1 ,2 )  . Se tomamn t i e m p  de rotad6n entre ST y T .  
Figura 3-2: E n e r e  diferencial en funci6n del retardo para una rnol&ula obl&:. 
@1=@2=2~, (b)@1=@2=~, ( c ) @ I = @ ~ = T / ~ ,  ( d ) @ l = @ 2 = ~ / ~ ~  
Los valor- de energia diferencid graficadm, e s t h  n o ~ o s  con el valor rdximo que 
se obtiene cuando el retardo es nulo. 
Las diferencias entre 10s dos grAiicos se deben a lo comentado en el p&rafo anterior. En 
el caso oblado ( figura 3.2) 10s dos tiempos de djfusi6n, y a2, se mantienen iguales, 
rnientras que en el caso prolado (figura 3.3 ), se mantiene constante y solamente a2 
varia. 
-- Ill - 
3.1. EXCITACI~N DE LA MUESTRA 
Figura 3.3: Energta diferencial en funci6n del retardo para una molkula pr* 
lada. Para el caso oblado, las curvas se separan claramente para distin- 
tos valores de al y a2, mientras en el caso prolado,la diferenciaci6n es menor. 
(a)  @ 1 = @ 2 = ~ / 1 0 ,  (b)@l=r/lO, a2=7/2, (c )  Q1=r/lO, a2=7, (d)Ql=r/lO, G2=2r 
3.1.4 Energia diferencial no polarizada 
En forma d o g a  a la definicibn dada en 2.60 la expresibn para la energia diferencial no 
polarkada en este caso es: 
Donde: 
(13 + 224D11D1~2 + 440117 $. 1 1 2 D i ~ ~  + 9ODLr C =  
4 ~ ( 1 +  &)(I + 2) 
Si b i b  la expresi6n para Ed, es m& compleja en cuanto a la dependencia de 10s coefi- 
cientes con el tiempo de fluorescencia y los coeficientes de difusi6n, el comportamiento es 
similar al que presenta la energia diferencial total. 
Capitulo 4 
Esquema experiment a1 
Breve descripci6n 
El trabajo experimental desmollado tuvo como objetivo principal la medici6n de la energia 
diferencial de fluorescencia despuh de una doble excitaci6n en funci6n del retardo entre 
pulsos. A partir de estos datos, y se@ la predicci6n del modelo, es posible obtener los 
tiempos de rotaci6n difusional del fluor6foro. 
Para realizar estas mediciones, se bus& que la fuente de excitaci6n utilizada cumpliera los 
siguientes requerimientoe: alta energia por pulso, alta repeticibn, ancho de pulso inferior a 
los tiempos a medir y longitud de onda adecuada, para que sea eficientemente aborbida por 
el fluor6foro. Para la muestra se tuvo en cuenta un sistema soluto-solvente con tiempos 
de difwi6n menores o iguales a los de fluorescencia, que ademh la molkula pudiera 
modelarse por una esfera o un elipsoide, y que se tratara de una molkula conocida para 
poder comparar los resultados obtenidos con esta tknica, con los obtenidos por otras. 
El trabajo experimental realizado se puede separar en tres etapas. La primera fue llevada 
a cabo en el laboratorio de Electrbnica CuBntica, de la Facultad de Ciencias Exactas y 
Naturales de la Universidad de Bs. As. AUl' se arm6 el lher de exeitaci6n y se mont6 el 
experiment0 para la detecci6n de la fluorescencia. En esta etapa se u t W  como fuente 
de srcitaci6n un k r  de colorantes bombeado por un l&r de Nd: YAG. Este sistema 
presenta dm ventajas importank a) alta energia por pulso y b) la posibilidad de realizar 
fluorescencia. Los inconvenientes que surgieron con este sistema fueron: la baja repetici6n 
del pulso de excitacihn (10 Hz), las fluctuaciones del User (cercanas al 5%) y el ancho 
de pulso obtenido (800 ps). B t e  liltimo punto requiere que los tiempos a medir Sean 
mayores al namegundo. Con este sistema se obtuvieron las primeras cunras de energia 
difertencial en funci6n del retardo entre pulsos, y los primeros resultados en tiempos 
de difusi6n rotacional, aunque debido a los inconvenientes mencionados los resultados 
experimentales presentanban una alta dispersi6n. 
En la segunda etapa pasamos a sistemas de pulsos mzk cortos, mayor estabilidad en la 
energia por pulso y alta repetickin, tratando de resolver los inconvenientes del sistema 
anterior. Se utiliz6 en primer lugar un lher de Nd:YAG con modelocking, bombeado por 
didos. a t e  sistema h e  armado en el laboratorio de Lhres  de Diodos del CEILAP, en 
CITEFA. 
Con este sistema se mejoraron considerablemente los resultados en la medici611, incorpo- 
rando tknicas de lockin . Se ensayaron distintas configuraciones posibles para el montaje 
del sistema de la h e a  de retardo y de la colecci6n de fluorescencia, y se consigui6 deter- 
minar los parhetros a tener en cuenta para disminuir la fluctuaci6n en la medici6n de 
la energia de fluorescencia. Sin embargo la baja energfa por p u b  impidi6 que se con- 
siguieran resultados satisfactorios en la medici6n. Por esta r d n  fue necmwio montar el 
experimento con otro sistema de excitaci6n. 
En una tercera etapa se utiliz6 un l&r de titanic+&o bombeado con un h e r  de arg6n. 
Con este esquema se mantiene la alta repetici6n7 por lo que utiliz6 el mismo sistema de 
detecci6n que en el caso anterior y se pudo aumentar la energia por pulso, con la ventaja 
adicional de tener un ancho de pulso 100 veces menor. El h e r  utilizacdo h e  un sistema 
comercial, y el montaje del experimento se r e W  en el laboratorio de dptica Aplicada del 
Centro de Instrumentos de la Universidad Aut6noma de MQdco. En esta etapa, tambibn 
logramos obtener c u m  de energia diferencial en funci6n del retardo y como consecuencia, 
resultados experimentales para tiempos de difusi6n rotacional en muestras liquidas. 
4.2. ESQUEMA GENERAL 
Figura 4.1 : Egquema experimetal general 
Lhser de A- 
Esquema general 
Linea de retardo 
El esquema experimental bGco en todos los casos ensayados es el que se muestra en la 
figura 4.1 . 
El pulso de excitaci6n utilizado proviene del l&er pulsado ( de acuerdo a los distintos sis- 
temas descriptos anteriormente). Con un divisor de haz se extrae una muestra del pulso 
para testear su estabilidad , medir su energia y ancho del pulso. Este proceso es fundamen- 
tal para controlar que las caracteristicas del pulso no se modifiquen durante la medici6n. 
La deteccidn de la energia se r& con un fotodiodo ( tiempo de respuesta en el orden 
del nanoseg.). Para el caso del User de ti:zafiro se complement6 con un equipo comercial 
( Labmaster, Coherent) que permite medir directamente potencia media y estabilidad 
del pulso. El ancho de pulso se midi6 en todm 10s casos con una autocomelaci6n. 
En la siguiente etapa, el pulso incide sobre la linea de retardo donde un divisor de haz 
excitac ion y divisi6n del pulso 
I 
Deteccion de la 
fluorescencia Excitation de la muestra 
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sobre un retrorreftector que devuelve los haces al divisor, en forma paralela a1 haz de 
entrada, en un esquema similar a1 utilizsdo en un interfadmetro de Michelson. El retardo 
entre pulsos se controla aumentando el largo de uno de los brazos. 
A la salida del divisor los dos pulsos pasan por un polarizador que define el eje Z en 
el experiment0 y luego son enfocados en la muestra para aumentar la intensidad, y en 
consecuencia, la fraccidn de molkulas excitadas. Esto es fundamental para pod= realizar 
la medicidn ya que, la energia diferencial de fluorescencia es proportional a la energia del 
pulso incidente. 
En todos los casos la muestra utilizada fue liquida, y se coloc6 en una celda con cuatro 
mas  pulidas, lo que permiti6 la medici6n de la fluorescencia en direccidn perpendicular 
a la de excitacidn. Cuando se utilizaron lheres de pulsos cortos, fue necesario circular la 
muestra para evitar la degradacidn del colorante. Ekto se debi6 a1 aumento de la potencia 
media, principalmente en el caso del titanio-zafiro donde este valor era del orden de lOmw, 
rnientras que en el User de Nd-YAG (modelocking) la potencia media era de 10 pw, y 
para el User de colorantes, solo de 1pw. 
Por dtimo, la fluorescencia producida en la muestra h e  colectada con un sistema dptico 
y enfocada en un detector lento para poder integrarla en el tiempo. 
A continuacidn describiremos en detalle, las caractdicas de los sistemas montados y 10s 
resultado8 obtenidos con cada esquema. 
Sisterna de 1&er de colorantes 
En este esquema se u t W  como fuente de excitaci6n un l b r  de colorantes (Rodarnina 
6G.) con un amplificador transwed. Este sistema fue armado como parte del trabajo de 
la tesis, y con el mismo, se consiguieron pulsos de menos de 800 ps de ancho temporal y 
energias de 100 nJ. 
Utilizamos como lher de bombeo un Nd-YAG que emite pulses de 3ns de ancho temporal. 
La energia en cada p u b  era de 200 milijoules, aunque para el bombeo se utilize, como 
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4.3.1 Descripcidn general del sistema construido 
En la figura 4.2 se puede observar un esquerna general del sistema armado. En primer lugar 
el lher de bombeo (Nd:YAG) cuyo haz (linea verde en la figura), despuk de reflejarse 
en el espejo El, llega a la cuiia W1 donde una reflexi6n (aprox 10% de la energia total) 
bombea el oscilador. Alli se genera un pulso de subnanosegundos que se dirije luego hacia 
el amplificador. 
La etapa de amplificaci6n es bornbeada por el haz de Nd:YAG, luego de una reflexibn en 
W2. El pulso k e r  que se genera en el oscilador (linea a m d a  en la -a), despuks de 
pasar por el amplificador, es colimado y enviado hacia el experimento. 
Entre el oscilador y el amplificador se colocan tres lentes ( Le3, Le4, Le5 ) para colimar 
el pulso y docarlo en la celda que constituye el amplificador. 
Finalmente en la figura 4.2 se muestra el autocorrelador que se utliz6 para medir el ancho 
temporal del pulso generado. 
Oscilador 
En el milador, se genera el p u b  que luego se amplificar6 en la siguiente etapa. Si bien 
se analizaron varios esquernas para construir el oscilador [48], [49], [51] se opt6 fbalmente 
por una cavidad como la que se muestra en la figura 4.3. 
El pulso se genera por la ampWcaci6n de la ernisidn esponthea, comunmente llamada 
ASE, producida en la celda (Cl) al ser excitada por el h e r  de bombeo ( Nd- YAG). La 
celda contiene Rodamina 6G diluida en alcohol etilico, y constituye el medio activo de la 
cavidad. 
Si el oscilador se bombea con poca energia, el ASE tiene poca intensidad y permite que se 
almacene energia en el milador. Si el bombeo es muy fuerte el ASE se hace muy intenso, 
y comienza a srtraer la energia almacenada. W e  una zona intermedia, en que el ASE 
se genera con un hnco abrupto cuando se almacen6 sdciente energia en el oscilador. 
Si en esas condiciones de bombeo, se consigue realimentar esta seiial en el oscilador, de 
Pulso de excitation 
al experiment0 
Generador seg. 
Laser Nd-YAG 
Autocorrelador r 1  
F i a  4.2: Fsquema del k e r  de colorantes, oscilador y arnplificador utilizado como fuente 
de excitaci6.n 
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Figura 4.3: Esquema de oscilador con dos espejos, se muetra tambikn el esquema utilizado 
para el haz de bombeo 
a la salida del oscilador, un pulso mAs angosto temporalmente que el pulso de bombeo 
1511, [501, E521. 
Se ensayaron varios esquemas en el armado de la cavidad, pero en particular hub0 dos 
que mostraron mejores resultados. El esquema del primer0 se muestra en la figura 4.3. 
El efecto de angostamiento del ancho de pulso, descripto anteriormente, se consigui6 
colocando el espejo de salida El  a una distancia menor que la del espejo E2. 
El otro arreglo ensayado fue con una cavidad similar a la anterior, per0 con un solo espejo. 
En este esquema se intent6 que la se&l saturara la ganancia del oscilador realimentando 
una sola vez . El linico espejo, de 10 cm de radio de curvatura, se coloc6 a una distancia 
de 10 c m  de la celda en lugar del espejo plan0 E2. 
En ambm casos, el bombeo se enfoc6 sobre el medio activo con una lente esfhrica LEI y 
una cilindrica LCl. La combinacidn de lentes, define el tamafio de la zona excitada en la 
celda de colorante (Cl), que constituye la zona activa del oscilador. 
Con 10s polarizadores P1 y F'2 se control6 la potencia de bombeo que es un parhetro 
critic0 para angostar el pulso. Se observ6 que para bombeos altos el pulso obtenido a 
encontraba cerca del umbra1 se conseguia el efecto de angostarniento del ancho de p u b .  
Las mediciones de ancho de pulso se hicieron con un fotodiodo rApido y con un auto- 
correlador. En los dos esquemas ensayados, se consigui6 un ancho de pulso menor a 800 
ps- 
Amplificador Transversal 
El ampMcador transversal se puede apreciar en la figura 4.4 donde se muestra que el 
haz de bombeo se hace incidir sobre la celda a travh de la cu6a W2 (ver figura 42). 
Este pulso se enfoca en la celda C2, que contiene el mismo colorante que se utiliz6 en 10s 
osciladores, con una lente esf6rica LE2 y una lente cilfndrica LC2 que producen una zona 
excitada a lo largo de la celda, de la misrna forma que en el caso del oscilador. 
Figura 4.4: Esquema de amplificador del l&r de colorantes 
Por otro lado, se enfoca en la celda el pula0 generado en el oscilador. Para ello se coloca 
la lente LE3 de 25cm de distancia focal a 50cm de la celda C1 para formar una imagen 
a lm de la mna excitada en la celda (ver esquema en 4.2). Se colocan a continuaci6n 
las lentes LE4 y LE5 que coliman y finalmente enfocan el pulso en la celda (C2) . Para 
la amplificaci6n se busca que incidan simultaneamente el pulso de bombeo con el del 
oscilador de forma que, el primer0 genere inversi6n de poblaci6n y el pulso que se va a 
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La energia de bombeo se controla, igual que para el caso de 10s osciladores, con los 
polarizadores P3 y P4, como se muestra en la figura 4.4. La lente LE6 es u t h d a  para 
c o k  el haz. 
Con esta configuraci6n se consiguieron factores de amplicaci6n cercanos a mil, sin em- 
bargo si la energia de bombeo es muy grande, el ASE producido por el mismo amplificador 
se superpone con el pulso amplificado y lo distorsiona. En 10s casos donde se minimiz6 el 
ASE del amplificador y el ancho de pulso, el factor de amplificaci6n h e  cercano a cia.  
4.3.2 Experiment0 
Muestra 
Para elegir la muestra a ensayar, se tuvo en cuenta que el sistema soluto-solvente fuera 
una comb'iaci6n que cunpliera con las siguimtes wacteristicas: 
1- que la molkula fluorescente fuera aproximadamente esfkrica. 
2- que 10s tiempos de difusi6n y fluorescencia fueran comparables y a la vez mayores a1 
ancho temporal del pulso de excitaci6n. 
Se encontraron dos combinaciones atractivas para aplicar nuestra tthica de estudio. La 
primera fue utilizar rodarnina 101 como colorante y etylen-glicol como solvente, la segunda 
h e  utilizar el mismo colorante per0 disuelto en glicerina [7]. Debido a que la glicerina 
presenta una dificultad adicional, por el hecho de ser bigrosc6pica, se decidi6 finalmete 
utilizar la combinaci6n rodamina 101-etylen glicol. 
Para obtener una estimaci6n del tiempo de difusi6n rotational con mediciones esta- 
cionarias, se utihx5 un fluorimetro con k p a r a  de xen&n. Se realizaron mediciones 
de anisotropia de fluorescencia estacionaria, en funci6n de la temperatura de la muestra, 
en un rango entre -10 OC y 50 OC. 
Suponiendo un mode10 simplificado de mol&ula esfQica, la anisotropia de fluorescencia 
estacionaria es: 
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Amminedo el modelo D S E  (# m f ), y conmiendo el tiempo de fluorescencia T deter- 
mimunos el valor de # a partir de la curva ( r ) en funci6n de la temperatura. 
Con estas mediciones se obtuvo un valor 4 = 3,5 ns para el sistema rodamina 101 en 
etylen glicol. 
Esquema experiment a1 
Una vez elegida la muestra, y con el sistema de h e r  de colorantes descripto en la secci6n 
anterior, se arm6 el esquema experimental que se muestra en la figma 4.5 
En este sistema, el pulso de excitaci6n es dividido en dos partes aproximadamente iguales. 
A continuaci6n se introduce un retardo temporal entre d m ,  utilizando un interfer- 
6metro de Michelson con dos retrorreflectores, uno de los cuales esta montado sobre un 
riel (figma 4.5). Los dm pulsos resultantes se enfocan en la muestra luego de pasar por un 
polarizador que define el eje Z de excitaci6n. En direcci6n ortogonal a1 haz, se colecta la 
fluorescencia y se la hace incidir en el sistema de deteccibn. Smultaneamente, se toma una 
muestra de la energia del pulso incidente para poder normalizar la seiial de fluorescencia. 
En la deteccibn, se utilizaron dm fotodiodos idbnticos (Thorlab 434), uno para medir 
la fluorescencia total despuh de la doble excitaci6n, y el otro para medir la energia de 
excitaci6n ( s o  semuestra en la figura 4.5). Las dos sekles heron luego a m p l i f i d  y 
almacenadas en un esquema "sample and hold ", para luego adquirirlas con una targeta 
A/D siguiendo el querna que se muestra en la figma 4.6 
El amplificador y el sistema de adquisici6n heron desarollados en el laboratorio, y per- 
miten medir energia de fluorescencia y energia de excitaci6n pulso a pulso. h e  nectsario 
implementar este sistema debido principalmente a las fluctuaciones del l&er (5%), mucho 
mayores que las esperadas para la energia diferencial que, de acuerdo a la expresi6n 2.54 
resultan del 1%. Este valor surge al suponer una energia de excitacidn de 100nJ, una 
secci6n eficaz 0 = 5 1 0 - 1 7 ~ 2  y un &rea de excitaci6n de 10-*m2. 
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Figura 4.5: Ekquema experimental utilizando el h r  de colorantes 
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La seAal de energia del pulso 
es detectada e integrada 
temporalmente Li 
La serial de fluorescencia es 
detectada e integrada 
temporalrnente 
paralela y una targeta de adquisici6n con una resoluci6n de 12bits, era almacenada. 
De esta forma, la energfa de fluorescencia y la energfa del pulso incidente eran registradas 
en funci6n del retardo entre pulsos. 
Debido a las fluctuaciones en la energia del pulso de excitaci6n7 para cada retardo se tom6 
un promedio de 1000 pulsos. 
Result ados obtenidos 
En esta secci6n se presentan los result& obtenidos con el esquema descripto en la secci6n 
anterior. El objetivo de las mediciones h e  obtener una curva de energfa diferencial en 
funci6n del retardo entre pulses. A partir de esta curva y a travb de un ajuste con las 
expresiones de energia diferencial obtenidas en 3.21 se determina,ron 10s valores para 10s 
tiernpo de &i6n rotacional. 
Para obtener la curva de energia diferencial se p r o d 6  de la siguiente manera: en primer 
lugar se midi6 la fluorexencia despuh de la doble excitaci6n en funci6n del retardo. 
Simultaneamente se midi6 la energia de excitaci6n para t o m l a  como seiial de normal- 
k i 6 n  de acuerdo a1 esquema mostrado en la figura 4.6. Junto con estos valores, se midi6 
la fluorescencia obtenida con un solo pulso, proveniente de la rama m6vil. &to se hizo 
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normaliz6 con la energia de excitacicjn. El objetivo de esta medicicjn fue determinar las 
mod%caciones en la s e a  de fluorescencia al aumentar el retardo entre p u b ,  debido a 
cambios en las caracteristicas del haz incidente. El rango de valores de la linea de retardo, 
para la medici6n de energfa diferencial en este sistema, es entre 0 y 6 nanosegundos. 
En la figura 4.7 se muestra una medici6n tipica para obtener un punto en la curva de 
energia diferencial en funci6n del retardo. Las curvaa en la figura representan: la energia 
de fluorescencia, la energia de arcitacicjn y la energfa de fluorescencia normalizada que 
resulta del cociente entre las dos anteriores. Todos estos valores son tornados para un 
mismo retardo. Cada punto en estas curvaa corresponde al valor obtenido con un pulso 
de arcitaci6n. 
Fluorescencia normal. 1 I Fl~orescencia 1 
Ener, de excit. 
1 . . 
Numero de pulsos 
Figura 4.7: Valores de energia de fluorescencia, energfa de excitacicjn y energia de fluores- 
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En este caso la seiial que se muestra fue amplificada y procesada de acuerdo a 4.6. Las 
curvas corresponden a una muestra de 1000 pulsos. El promedio de la energia normalizada 
de estos 1000 pulsos se utiliza para obtener un valor de energia diferencial. 
Como puede observarse, a partir de este griifico la sefial norrnalizada presenta una fluc- 
tuaci6n mucho menor cornparada con la sefd sin normalizar. 
Si llamamos Af lu, Aene, A flunor a la dispersi6n de la seEial de fluorescencia, la en- 
ergia de excitaci6n y la fluorescencia normalizada respectivamente, los valores para ks 
fluctucionea en este cam, son : 
Aflu 
-- 
- 1.6% 
flu 
Aene 
-- 
Af lunor 
- 2.9% = 0.02% 
ene f lunor 
Energia diferencial 
Las curvas de energia de fluorescencia normalizada, obtenidas de acuerdo a la descripci6n 
dada en la secci6n anterior se muestran en el gr&co 4.8. Las dos curvas corresponden a 
la seiial obtenida cuando se excita con dos pulsos y la obtenida cuando se excita &lo con 
la rama m6vil. 
Con estos valores para la energia de fluorescencia, obtenemos la energia diferencial de 
acuerdo a la siguiente relaciin : 
E, (to) E@(tO = m) 
Ednp = - ( E p ( t o )  Ep(to = m) ) 
donde Ea(to) represents la energia obtenida con doble excitaci6n y a retardo to.  
Ep(to) es la energia de fluorescencia obtenida con un solo pulso, el correspondiente a al 
rama m M ,  y con el mismo retardo. 
La expresi6n 4.2, utilizada con 10s datos experirnentales, ea equivalente a la expresi6n 
2.54 obtenida a partir del modelo te6rioo. 
Una medici6n tipica se muestra en la figura 4.9. Cada punto en en la curva se obtiene 
de acuerdo a 42, utilizando la nor~dizwidn de la energia de fluorexencia descripta 
fluor. dos ramas 
fluor. una rama 
retardo (en cm) 
Figura 4.8: Energia de fluorescencia obtenida excitando con dos ramas (doble excitaci6n) 
y con una sola rama (excitaci6n simple) 
El ajuste fue realizado con una curva del tipo: 
&ta expresi6n se corresponde con la obtenida para Ednp en 2.54 en el caso de una 
molkula esfBrica con detecci6n de la fluorescencia en direcci6n paralela a la polarizaci6n 
de la excitaci6n. Los valores de A y B se dejaron libres en el ajuste. 
Los valores de 4 obtenidos con ate sistema y de acuerdo a la tknica descripta presentan 
una pan dkpersi6n que va desde q5 = 2ns hasta un valor de q5 = 4ns. 
Esto se debe principalmente, a los errores introducidos por dos razones: 
Retardo entre pulsos (en nanosegundos) 
Figura 4.9: Una medicicin tipica de enrgia diferencial en funcicin del retardo entre pulsos 
2- debido a1 ancho de pulso de excitacicin ( 5 800ps.), h e  necesario utilizar muestras con 
tiempos de fluorescencia y rotacicin largos ( )3ns.). &to requiere la implementacicin de 
lineas de retardo del orden de 1 m, lo que introduce una fuente de error, a1 aumentar 
el retardo, producido por variaciones en las caracteristicas del haz sobre la muestra ( 
aumento de la divergencia, desplazamiento lateral, etc). Estas variaciones pueden p re  
ducir fluctuaciones, en la s&al de energia de fluorescencia, mayores a las esperadas por 
el movimiento de rotacicin del fluorciforo, por esa raz6n son analizadas en detalle, m& 
adelante en este capitulo. 
Para mejorar este esquema de medicicin, se decidi6 realizar el experiment0 reemplazando 
4.4. 2 SISTEMA DE PULSOS ULTRACORTOS. 
4.4 2 Sistema de pulsos ultracortos. 
4.4.1 L&er de Nd- YAG 
En esta etapa se decidi6 reemplazar la fuente de excitaci6n, en un intento de mejorar el 
sistema descripto en la secci6n anterior. En un primer arreglo experimental se reemplm6 
el User de coloranrtes por un l k r  de Nd-YAG , que emite pulsos de lops. de ancho 
temporal, centrados en una longitud de onda de 532nm, con una repeticidn de lOOMHz 
y una potencia media de 10pW. 
M e  sistema presenta ventajas con respecto a1 User de colorantes: alta repetici61.1, ancho 
de pulso 100 veces menor y la posibilidad de utilizar tknicas de lockin en la detecci6n. 
El esquema general a d o  se muestra en la figura 4.10. La m&caci6n sustancial, con 
respecto al sistema anterior, es en el sistema de detecci6n 
Cada una de las ramas de excitaci6n es modulada a distinta frecuencia y la seiial es 
detectada a la frecuencia suma. Este esquema es mejorado y explicado con mAs detalle 
en la siguiente secci6n. La s6al de fluorescencia es normalizada con una reflexi6n del haz 
de excitaci6n depuh de ser amplificada. La normalizaci6n es hecha por el mismo lockin. 
Una medici6n tipica a retardo fijo se muestra en la figura 4.11 
Con este sistema no se obtuvieron resultad- satisfactorios en las curvas de energia difer- 
encial debido a que la relaci6n se&d/ruido fue muy baja. Esto se debi6 a que, con la 
energia de exc i t dn  disponible O.lp J (potencia media 10pW) el factor K = loV5. 
De acuerdo a lo discutido en 2.14 esto indica que la energia diferencial serd un factor 10 
-5 de la energia de fluorescencia (10 mV), es decir en el orden de los 100 nV, muy cerca 
del E t e  de sensibilidad del lockin utilizado para la detecci6n. 
A pesar de no haber obtenido mediciones de tiempos de difm6n, se pudo mejorar el 
sistema de deteccidn, y al tener alta repetici6n se pudo analizar c& critic0 result6 ser, 
en la seiial de fluorescencia, la c o b i 6 n  del haz antes de la linea de retardo. 
En lo que sigue se presenta un andisis detallado discutiendo este punto, en particular 
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Polarizador 
colimacion 
F i a  4.10: Sistema de deteccicin de fluorescencia con el lock-in. Una de las ramas estd 
modulada a Wl y la otra a W2. 
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Energia de excitaci6n 
Energia de fluorescencia 
Energia de fluor. norrnalizada 
r,~' I**r - 
Ncirnero de pulsos 
haz de excitaci6n (co&i6n, posici6n del foco, paralelismo, etc. ) a1 variar el retardo 
entre pulsos. 
4.4.2 L h e r  de Ti-zafiro 
Descripcicin del esquema experimental 
En este mso es utilizado como fuente excitaci6n un h e r  comercial de titanio-zafiro (&a 
900-Coherent ) de 1W. de potencia media centrado en 800 nm con un ancho de pulso de 
200 fs y una separaci6n entre pulsos de 13 nanoseg. El equipo utiliza como sistema de 
bombeo un k r  de arg6n (8 W. ). 
Las ventajas de este sistema sobre los descriptos anteriormente son varias. El tam60 
del ancho de pulso permite estudiar sistemas con tiempos de &i6n dm 6rdenes de 
magnitud menores que el caso anterior. Con &to se logra, en primer lugar, retardos 
menores con la enorme sirnplif1caci6n que &to represents en la linea de retardo, y en 
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menores a los de fluorescencia. Con estas condiciones podemos medir en la regi6n donde 
la energia diferencial depende casi exclusivamente de los tiempos de difusi6n y no se 
ve practicamente afectada por el decaimiento por fluorescencia s e g b  lo discutido en el 
pkrafo 2-5-3. 
b t e  sistema tiene tambibn alta repetici6n ( 76 Mhz ), lo que permite la detecci6n con 
tkmicas de lockin, igual que en el caso anterior. 
El esquema utilizado es el que se muestra en la &pra 4.12. El haz de entrada proveniente 
del k r  de Ti-za pasa por el generador de segunda arm6nica, luego es dirigido hacia el 
divisor de haz y la linea de retardo. Aqui se introduce una modulaci6n con el chopper 
(una frecuencia distinta para cada haz ) y 10s dos pulscw son enfocadm sobre la muestra. 
La fluorescencia es colectada con un sistema de lentes y por medio de una fibra se la hace 
incidir en el sistema de detecci6n. 
Sistema doblador de fiecuencia 
El equipo comercial disponible cuenta tambibn con un sistema doblador de frecuencia 
(Inrad 980) que permite obtener una potencia media de hasta 350 mW, con pulsos de 200 
fs. centrados en 400 nm. 
Con este sistema doblador no se pudo conseguir un haz bien colimado, ya que, debido 
al esquema de enfoque y colimaci6n en el cristal utilizado en a t e  equipo el haz result6 
ser astignxitico. Esto dificult6 el control de la colimaci6n lo que produjo una variaci6n 
del tamaiio de la cintura en el punto de enfoque sobre la muestra, generando una fuente 
de error ya que se modificaron las caracteristicas del haz. De esta forma se producen 
variaciones en la s e a  de energia de fluorexencia que se superponen a las produeidas por 
el fen6meno de dihsi6n, que son las que interesan medir. 0 sea que la sefial detectada 
tendrii variaciones con el retardo que serh suma de la producida por anisotropia mAs la 
contribuci6n, no deseada, generada por los cambios en las carcteristcas del haz incidente. 
Por esta raz6n h e  necesario armar un sistema doblador que permitiera corregir el astig- 
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Figura 4.12: Ehquema experimental 
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El sistema doblador armado consiti6 en un telescopio con dos lentes planc+convexa (New- 
port SPX) de 5 cm de distancia focal. En el centro se c o l d  un cristal generador de 
segunda arm6nica LBO de 1.5 mm de espesor. Las segunda lente y el cristal se montaron 
sobre sistemas de translaci6n para poder ajustar el enfoque sobre el cristal y controlar la 
divergencia del haz de salida. Se utiliz6 un posicionador angular para controlar el h g d o  
del cristal doblador y maximizar la conversi6n. Ekte esquema nos penniti6 obtener hash 
300 mW a la longitud de onda de 400 nrn a partir de 1,10 W en 800 nm. 
Si bien con este sistema se puede tener un control m& fino sobre la colirnaci6n del hzvt 
emergente tiene la desventaja de ser muy sensible a la alineaci6n del haz de entrada. 
Para lograr una potencia de salida de mas de 200 mW era necesario hacer un ajuste 
diario, en la alineaci6n de hs lentes del doblador, esto se debe a que para mantener los 
pulsars ultracortos el h r  de t i tanio-60 requiere una alineaci6n permanente, que va 
&cando la direcci6n del haz de salida. 
Para separar la segunda d n i c a  del fundamental se u t W  un divisor de haz dicroico y 
mtiltiples reflexiones en espejos dielktricm para 400 nm ( New Focus 510). 
Lfnea de Retardo. 
La linea de retardo se arm6 con un esquema similar al de un interfdmetro MicheIson, 
con retrorreflecbres en los extremos de cada rama ( ver figura 4.12). Uno de 10s retror- 
reflectores estaba montado sobre un riel de t r e i 6 n  que permiti6 d a r  la longitud de 
esa rama hasta en 1 m,permitiendo introducir un retardo entre pulsos de hasta 6 ns. De 
esta forma a la salida de la linea de retardo se tenian dos pulsos de aproxhdamente 
igual intensidad y con un retardo variable controlado por la diferencia de longitud entre 
las ramas. 
El divisor de haz utilizado fue de 5 mm de espesor. Encontranos que divisores m& 
delgados hacen perder el paralelismo entre los haces. &to es debido a la deformaci6n 
producida al montar el divisor en el posicionador. Este efecto introduce en el paralelismo 
entre los haces de salida un error mucho mayor a1 introducido por los retrorrdlectores. 
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riel time una precisi6n que asegura un corrimiento lateral m&imo de 100 pm en 1 m de 
desplazamiento, mientras que el otro retrorreflector, que se mantuvo fijo, estaba montado 
sobre un sistema XY que permitia mover la poeicicin entre los dos haces al incidir sobre 
la lente de enfbque. 
Con este sistema de posicionador fue posible pasar desde un esquema donde los dos haces 
a la salida se superponen, o sea un esquema wlineal en donde los haces inciden en el 
centro del retrorreflector, hash separalos una distancia de aproxhadamente 1 cm. En 
a t e  iiltimo caso se u t W  un esquema no colineal, en donde 10s haces incidian en -0. 
Esta disposici6n se utiliz6 para evitar una reflexi6n en el divisor del haz proveniente de la 
rama m6vil ( ver *a 4.12). En los cams ensayados el h g d o  entre los hates era cerca 
de 5' . 
El primer esquema de haces colineales, tiene la ventaja de que la zona de superposicicin 
es mayor, lo que aumenta el valor de energfa diferencial ( ver3.21) y hace & sencilla la 
c o h i 6 n  de la fluorescencia. Sin embargo &o implica tener que usar los retrorreflectores 
con el haz incidiendo en el centro del triedro, lo que deforma el modo del haz de salida y 
baja la reflectividad en un 30%. Otros esquemas colineales no aan posibles, debido a que, 
para la detecci6n de la fluorescencia se debia modular cada h a  a distinta fiemencia. En el 
esquema de haces separados este problema no existe per0 es mAs critica la determinaci6n 
de la zona de excitacibn. 
Los retrorreflectores utilkados tienen una precisicin de 1 arcseg, para el caso de R1 (rama 
movil ) , y 5 arcseg para R2 ( rama fija). 
A la salida de la h e a  de retardo se colocaba un polarkador en la direccicin Z se@n la 
convenci6n dada en el capitulo anterior que define el eje de polarizaci6n de la excitaci6n. 
El coeficiente de extinci6n del polarizador era de 
Los haces pasaban luego por una lente que los enfocaba sobre la muestra. 
Se ensayaron distintos valores para la distancia focal, por un lado distancias f d e s  cortas 
de molkulas excitadas elevando el valor de energfa diferencial. Sin embargo el parhetro 
confocal disminuye haciendo m& pequ& la zona de superposici6n de los dos haces, lo que 
dificulta la detecci6n a1 hacer m& critica la alineaci6n. Por otro lado lentes de distancia 
focal larga no tienen este inconveniente per0 bajan criticamente la densidad de energia en 
el volumen excitado, disminuyendo la sefial de fluorescencia. 
Los valores ensayados fueron desde f = 10 cm hasta f = 0.5 cm, este liltimo obtenido con 
un objetivo de microscopio. Los mejores resultado6 se obtuvieron con lentes de 7.5cm. En 
nuestro esquema con distancias menores a esta liltima h e  dificil controlar la superposici6n 
entre 1- hams. 
4.4.3 Andisis de las claracteristicas de 10s dos haces en la zona 
de superposici6n. 
Un punto clave en toda la tkcnica es la necesidad de montar un esquema que permita 
introducir el retardo deseado manteniendo el sistema alineado y m h k b n d o  las varia- 
ciones en las carateristicas de los dos haces de excitaci6n en la zona donde se ubica la 
muestra. El experimento requiere que la zona de superposici6n de los dos haces se man- 
tenga constante al ir VaFiando el retardo, de lo contrario las variaciones en la fluorescencia 
producidas por la difusi6n rotational de la rnolkxda, que es lo que se intenta medir, se 
superpondn'an con las variaciones producidas por cambios no deseados en las caracteris- 
ticas del haz de la rama m6vil ( aumento de la divergencia del haz, corrimiento lateral, 
etc ). Lo que buscamos entonces es poder minimi7nr las variaciones en la fluorescencia 
producidas por estos cambios en el punto de enfoque de la muestra. Estas VaFiaciones son 
producidas a1 desplazax una de las ramas del sistema para introducir el retardo. 
A continuaci6n se presenta un andisk de las iufluencias de estas variaciones en la sefial 
de fluorescencia. 
Para los dculos consideram valores tornados del experimento, en este caso tomamos: 
f = 7.5 cm para la lente de enfoque, X = 400nm para la longitud de onda del b e r ,  
wo = 1.0 mm para el radio en la cintura del haz a la salida del sistema doblador. Con 
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linea de retardo. 
Eesta distancia varia entre y1 = 215 em que corresponde al retardo to = 0 y yl = 245 em 
que corresponde a to = 1 ns, luego el haz pasa por la lente y despuh de otra translaci6n 
(y2) se enfoca en la celda . 
Posici6n y diketro de la cintura en el foco en funci6n del retardo 
La posici6n de la cintura con este esquema es: 
En el grace de la figura 4.14 se ve la &i6n de la posici6n de la cintura (y2) cuando 
se aumenta el valor de yl a1 variar la rama m6vil. 
A partir de este gr&co se observa que la variaci6n calculada en la posici6n del punto 
focal es un factor de la distancia focal f ,  cuando el retardo varia en el orden de 1 
nanosegundo. 
Experimentalmente se verific6 que no hubiera varimiones en la pici6n de la cintura aI 
mover el riel de retardo, para &to se deter1nin6 la posici6n del foco para retardo cero y 
luego se v~~ que esta posici6n no cambiara al ir amentando el retardo. 
CAPiTULO 4. ESQUEMA EXPERIMENTAL 
Figura 4.14: Figura 3-4: Posici6n del punto de enfoque en funci6n del desplazamie~wo de 
la rama movil en el sistema de retardo. 
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objeto uno de los haces y ver como cambia la imagen antes y despuk del foco. Se tom6 
como posici6n de la cintura el momento en que deja de verse la imagen de un haz y pasa 
a verse la imagen del otro. De &a forma, la posici6n de la cintura se midi6 para el caso 
en que f = 7.5 cm. y Ayl = 30 cm con una precici6n de 10 pm. 
Para analizar las variaciones esperadas en el radio de la cintura del haz en funci6n de la 
distancia focal y la distancia yl utilizamos la siguiente expresi6n que surge de 10s dculos 
realbad08 con el esquema 813: 
- 
- 
- 
- 
- I I I I I I 1 
X f  w2 = - 1 JW 
Donde wz represents el radio de la cintura en la zona de excitaci6n de la muestra ( ver 
figma 4.13). 
0,O 02 04 0,6 0,8 1 ,O 
Retardo entre pulsos (en nanoseg.) 
4.4. 2 SISTEMA DE PULSOS ULTRACORTOS. 
Retardo entre pulsos ( en nanoseg.) 
Figura 4.15: Variaci6n de la cintura en el punto de enfoque con el retardo entre pulsos 
Nuevamente se tomaron valores de yl correspondientes a un retardo de 1 ns. 
Ekperimentalrnente no fui: posible, con el instrumental disponible, medir el t e o  de la 
cintura en el punto de enfoque sobre la muestra pero sf se mid6 la cintura del haz antes 
de la lente de enfoque. 
Las mediciones se realizaron con una &ara CCD (Coherent-Cohu 48) s e g h  el esquema 
que se indica en la figura 4.16. 
Para cada punto se hizo una estadistica de entre 50 y 100 muestras y de este promedio se 
obtuvo un valor del tamaiio del spot. Bte tamaiio resulta de obtener el Area de todos los 
pixel en la irnagen del spot con energias hasta un 25% de la energia mhxkm. Haciendo 
la suposici6n de que es circular se despeja el radio del spot. Variando la posici6n del 
retrorreflector ( Yl en la figura 4.16) obtenemos lm valores de la cintura en funci6n del 
retardo. 
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Figura 4.16: Esquema para la medici6n del ancho de la cintura en funci6n del retardo 
pulsos se muestra en el grAfko 4.17. 
Paralelismo y alineaci6n de 10s haces 
Ad& de los cambios en los parhetros del haz en el punto focal por efectos de la 
difracci6n debemos considerar las modificaciones introducidas por las imperfecciones en 
loe element- utilizadoe. Estimamos que la & importante es debido a la separaci6n 
entre 10s haces en el punto focal (ver figura 4.18 ) ya que esta separaci6n m&ca la 
superposici6n entre los dos vollimenes excitados. Estas variaciones son producidas por 
la phdida del paralelismo debido a imperfecciones en el retrorre3ector y el corrimiento 
lateral introducido por el riel a1 producirse el desplazamiento necesario para el retardo. 
En el primer caso el efecto producido es una separaci6n entre los haces en el punto focal 
debido a que el haz proveniente de la rama m6vil incide en la muestra con un hgulo a 
(medido con respecto a1 eje del haz proveniente de la r a m  fija). En el segundo caso el 
desplazamiento lateral produce un aumento adicional en Ax (desplazamiento entre los 
dos haces). En la zona excitada tenemos una situaci6n como se indica en la figura 418, 
El oorrimiento en el punto focal (Ax) debido al efecto de la falta de paralelismo relativo 
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Retardo entre pulsos ( en nanoseg.) 
Figura 4.17: DiiLmetro del haz en funci6n del retardo entre pulsos medido antes de la 
lente de enfoque. 
La estirnaci6n resulta de suponer las caracteristicas del haz dadas anteriomente y las 
especificaciones del retrorreflector ( 1" ) y de la alineaci6n del riel (-0 desplazamiento 
lateral 10 pm en 1 m), que fueron utilizados en el experimento. 
Optimixacibn de la alineacidn, divergencia y paralelismo 
La c h a r a  y el esquema descripto en la figura 4.16 fueron utilizados para controlar el 
desplazamientio lateral que se produce cuando el haz de la rama m6vil no incide paralelo 
a1 riel. &to requiere una cuidadma alineaci6n de a t e  haz, para optimizar la alineaci6n 
se p r 4 6  de la siguiente forma: 
Figura 4.18: Desviaci6n en la superposici6n de lm dos haces 
se obtiene un perfil de intensidades en dos ejes ( tomando un sistema de ejes imaginario 
XY en el centroide del spot), se aumenta el retardo, y se vuelve a medir el perfil. Se 
corrige la alineaci6n hasta que coincide el perfil obtenido a retardo to con el obtenido a 
retardo cero que se toma como patr6n. &to se hace modificando la alinmi6n a la entrada 
del riel con la posici6n del divisor de haz y uno de los espejos de salida del I k r .  El 
procedimiento se repetia hasta optimizar la alineci6n. 
Este mktodo se utiliz6 tambikn para optimizar la posicidn de las lentes del sistema, 
doblador en el ajuste de la colimaci6n del haz discutido anteriormente. 
Haciendo desplazamientos de mas de 15 m y midiendo la separaci6n entre los centroides se 
control6 el paralelismo, aunque a t e  mktodo no nos penniti6 alcanzar la precisi6n n d a  
para garantizar la especXcaci6n en el paralelismo dada por el fabricante. 
Podemos entonces asegurar que con 10s valores dadm anteriormente se cumple: a < 
De acuerdo a las consideraciones anteriores se puede estimar la variaci6n en la superposi- 
ci6n de los volumenes excitados por cada uno de 10s pulsos incidentes cuando se introduce 
un retardo de 1 ns entre pulsos. Si suponemos que antes de iniciar el retardo la super- 
posici6n es del 100% y que el volumen excitado por el primer pulso es V entonces: 
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Figura 419: Coumarina 153 , se muestra en 2) la forma elipsoidal que se supone en los 
dculos tdricos 
4.4.4 Muestra 
Para la elecci6n de la muestra utilizada en 10s primeros eIlSayos se tuvieron en cuenta los 
siguientes factores: 
1-La longitud de onda de la excitacibn, de manera que estuviera cerca al pico de absorci6n. 
%La forma de la molkula de manera de poder reproducir las curvas obtenidas con nuestro 
modelo tdrico de mol&ula elipsoidal o esfkrica. 
8 Que se encuentren en la literatura mediciones similares que permitan poder hacer una 
comparaci6n con los resultados obtenidos. 
Se decidi6 utilizar dos colorantes de la familia de las c o d ,  la coumarina 153 y la 
mumarina 102. 
Las caracteristicas de tamafio, forma, espectros de absorci6n y fluorescencia para ambas 
molkulas son muy similares. 
Las mediciones presentadas en este trbajo corresponden a muestras con mumarina 153 
La estructura molecular y forma espaxial que suponemos para la molkula se muestra en 
la figura 4.19. 
es la de un elipsoide oblado. Los valores estimados en este trabajo para las longitudes de 
los semiejes del elipsoide son c = 2, b = 4.8, y a = 6.1. ( ver @a 4.19). 
Las curvas de absorci6n y fluorescencia con la coumarina 153 en etylenglicol utilizada en 
nuestro experiment0 se muestran en las figuras 420 y 4.21. 
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Figura 4.20: Absorcion de coumarina 153 en etylen glicol. 
Se observ6 que para potencias superiores al mW la s e a  de fluorescencia muestra un 
decaimiento lento (en el orden de los segundos) al usar celdas sin circulaci6n. Este efecto 
es much0 xu& notorio en la coumarina 102 . 
En el greco 4.22 se muestra la caida en la s e d  de fluorescencia en funci6n del tiempo de 
excitadn de la muestra. El primer decaimiento corresponde a un tiempo de 20 segundos 
con una potencia media de l0mw. La caida en la w h l  de fluorescencia es de 1.3%, se 
deja de excitar un interval0 de 20 segundos y luego comienza la excitaci6n nuevamente, 
se puede ver la recuperaci6n en la intensidad de fluorescencia en este tiernpo. 
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Figura 4.21: Ehpectro de fluorescencia de coumarina 153 en etylen glicol. 
Este problem, debido a la degradaci6n del fluor6for0, se corrigi6 con un sistem de cir- 
culaci6n de la soluci6n a excitar. En este esquema se utiliz6, una bomba con velocidad de 
flujo controlable y un reservorio para minizar las fluctuaciones en la &a1 de fluorescencia 
producidas por vibraciones y turbulencias en el fluido. 
La fluorescencia es colectada en direcci6n ortogonal a la de excitaci6n segh se muestra 
en la figura 4.12, con un sistema de dm l e n b  de distancia focal f = 3 cm, de forma que 
la luz es colimada y enfocada sobre el sisterna de detecci6n. Se obtiene de esta forma una 
imagen de la zona excitada donde se colocan 10s filtros y 10s detectores. 
4.4.5 Sistema de deteccidn. 
Para la detmi6n de la fluorescencia se ensayaron dos esquemas. En el primer0 la fluores- 
cencia colectada es enfocada sobre una fibra de cuarzo que la lleva hasta la entrada a un 
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tiempo (en segundos) 
Figura 4.22: S e a  de fluorescencia con una excitaci6n de lOmw en funci6n del tiempo 
de la &i6n de fluorescencia se detecta con un fotomultiplicador. La fibra permite tam- 
bikn hacer una discriminaci6n espacial de la zona excitada de la muestra, colectando s61o 
la luz proveniente del volumen donde se superponen los dos pulsos. 
En el segundo esquema el monocromador fue reemplazado por filtros para eliminar la 1uz 
dispersa del lher, y el fotomultiplicador por un fotodiodo de silicio. 
Si bien el primer esquema es superior en cuanto a la eliminaci6n de luz dispersa del 
User y fuentes de luz espkea, la relaci6n seS /  ruido conseguida con el fotdodo es 
superior en un factor 10. En a t e  esquema, adem&, la fluorescencia colectada es en toda 
la banda de emisi6n.Por lo tanto es posible filtrar la luz dispersa sin recortar la emisi6n 
de fluorexencia. Por el contrario en el caso de war el monocromador medimos solo la 
fluorescencia correspondiente al mziximo. 
En los dos esquemas la sefial obtenida por el detector se conecta a la entrada de un 
amplificador lockin (Stanford 890) donde adem& de filtrar y amplificar se promedia la 
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4.4.6 Energfa de excitaci6n y fraccidn de molbculas excitadas 
La seiial detectada, segtm fue explicado en el capitulo anterior, depende fuertemente de la 
cantidad de molkulas excitadas con cada uno de los pulsos a travk del factor K definido 
en 2.14. Para hacer una estimaci6n de este valor tuvimm en cuenta que la potencia media 
de excitaci6n era en promedio 20mW. Como la repeteci6n de pulsos es de 72 MHz la 
energia por pulso resulta ser del orden de 200 p J. 
De la medici6n de la cintura en el punto de enfoque obtenemos que w, < 80 pm con lo que 
podemos suponer que el Area de enfoque es de cm2 por lo tanto el flujo de fotones 
en la muestra por cada pulso es 5.6 10'~s. 
El ancho de pulso medido por autocorrelaci6n es 200 f s, por lo tanto la intensidad in- 
cidente : 10 %Con estm valores y de acuerdo a la definici6n dada en 2.14 resulta 
K = 1.2 
Por lo tanto la fracci6n de moleculas excitadas es de acuerdo a la expresi6n 2.18 
Energia diferencial 
De acuerdo a1 modelo te6rico presentado en el capitulo anterior la energia diferencial para 
el caso de la m o l ~  de coumarina 153 resulta ser una biexponencial con dm tiempm 
de difusi6n distintm Qly Q2 . 
Para obtener una estimaci6n de estos valores tomamos como referencia el trabajo [44] 
donde se midieron estos tiempos para la misma molkula (Coumarina IS), en el mismo 
solvente (etylen glicol) y con el mismo lher de excitaci6n utilizado en nuestro experi- 
mento, con sixnilares niveles de intensidad y ancho temporal del pulso. Las mediciones se 
obtuvieron a travks del ajuste de la curva de anisotropia de fluorescencia r(t) resuelta en 
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Donde r ( 0 )  = 0.369 es la anisotropia medida usando como hente de excitacicin un k r  
continuo, a1 es un parhetro a determinar con el ajuste, a2 = 1 - a1 . 
Los valores para los tiempos de dihsicin heron medidos utilizando la tknica de mezclado 
de frecuencias y resultaron: = 44 ps, y Q2 = 880 ps. 
Teniendo en cuenta estoa valores y que el tiempo de fluorescencia es T = 4.5 n s  [44] pode- 
mos obtener la expresi6n para la energia diferencial que corresponderia a esta molhda. 
%to es la expresicin obtenida en 3.21 correspondiente a una molkula elipsoidal con el 
dip010 en el plano x y que es la que mejor se ajusta para la cournarina 153 de acuerdo a 
las caracteristicas de la molkula descriptas en 4.19. 
En la @pa 4.23 se muestra una curva de energia diferencial en funci6n del retardo para 
este cam, utilizando la relaci6n 3.21 Se tomaron los valores para 10s tiempos de &i6n 
obtenidos en [q. 
Tambikn se grafica la curva que resulta de considerar d o  el decaimiento por fluorescencia 
suponiendo que no hay difusicin. De la comparaci6n entre estas curvas se aprecia dmo 
se m&ca el decaimiento monoexponencial propio de la desexcitaci6n por fluorescencia 
cuando se considera la cHusi6n de las molkuh. 
4.4.7 Deteccidn con el lock-in 
La expresicin para la energfa diferencial normalizada obtenida en 3.21 muestra que la 
misma es proportional a la fraccicin de mol6culas excitadas obtenida en 4.8. %to si@ca 
que las variaciones en la fluorescencia que se esperan detectar, correspondientes a la 
energia diferencial, serh  del orden de l W 4  del valor de la fluorescencia generada con un 
solo pulso. &to significa que la s&al a medir es menor en un factor 100 a las fluctuaciones 
en la fluorescencia propias del k r  (del orden del 1%). Fue necesario por esta raz6n 
utilizar un amplificador lock-in a la salida del fotodiodo. 
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Figura 4.23: Energia diferencial en funcicjn del retardo de acuerdo a los parhetros dados 
en 1441, para la Coumarina 153 en etylen glicol 
consiste en modular por medio de un chopper ( Stanford 280) a cada uno de los haces con 
distinta firnuencia. A uno de ella con una frecuencia wl y d otro con una frecuencia 
wz. Si suponemos, sin entrar en el detalle de la evolucicjn angular discutida en el capitulo 
anterior, que la densidad de molkulas excitadas por el primer pulso con la modulaci6n 
es: 
Donde el factor P(t  = Of ), para t > 0 represents la fracci6n total de molkculas que no 
decayeron a1 fundamental. &ta expresicjn coincide con la obtenida en 4.8 
Al llegar el segundo pulso tendremos: 
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La fracci6n de molkulas excitadas que originard la sefial de fluorescencia, que denomi- 
namos energia diferencial, sera: 
nd (t) = -P(t)P(t - to)no cos(wlt) cos(w2t) 
De la expresi6n 4.12 podemos obtener la energia diferencial como: 
Donde los limites de la integral van desde t = 0 momento en que llega el primer pulso 
de excitaci6n hasta t = T que represents la separaci6n entre pulsos. En el experiment0 
T = 13 ns. 
Esta expresi6n para Ed(t) se debe a que la medici6n se realiza con un detector lento. De 
&a manera la s& de fluorescencia es integrada en el tiempo entre pulsos. Por esa ramn 
la sekl detectada es proportional a la energia diferencial de fluorescencia tal como fu6 
definida en la expresi6n 3.19 y 3.20. 
De acuerdo a 4.13 esta seiial tiene una componente a wl +w2 y otra componente a wl - w2. 
4.4.8 Resultados experimentales 
Algunos ejemplos de los resultados experimentales obtenidos con el esquema de la figura 
4.12 se mestran en los grLdicos 4.24 y 4.25 . 
En cada una de estas figuras se presentan tres grzificos. En el segundo (grzifico b)) la 
s e a  es directamente la tensi6n medida con el locb.in a la fiecuencia suma cuando fi = 
720Hz y f2 = 2 f = 600 Hz.  La modulaci6n se realiza con un chopper ubicado en las 
ramas del sistema de retardo segth lo indicado en la figura 4.12. 
Llamaremos a a t e  valor Ed (to) ya que, de acuerdo a lo obtenido en 4.13, es el valor medido 
que se corresponde con la energia diferencial se@ la definici6n dada en 3.21. 
En este caso la &a1 h e  detectada con un fotodiodo de silicio (Thorlab) sobre una re- 
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seiial obtenida corresponde a la energia diferencial no polarizada. 
En el grace c) se muestra la seiial tomada en el mismo momento pero iluminando s61o con 
la rama variable (un solo pulso de excitaci6n). Como ya se indic6 en la secci6n anterior, 
esta sefial se utiliza como medida de las fluctuaciones en la s e a  de fluorescencia debido 
a variaciones en la divergencia del haz y permite cancelar este error utilizandola como 
s e a  de normaJkaci6n. 
En el grace a) se muestra la curva de energia diferencial n o r m h d a  en funci6n del 
retardo. Para obtener esta curva, utilizamos la definici6n dada en la semi611 anterior: 
Donde Ed(to) es las s e 3  de fluorescencia obtenidas a la fiecuencia fi + f2, y con un 
retardo to. El valor de Ed(to = oo) es obtenido para retardos entre 1,5 y 2ns. 
Ep(to) es la energia de fluorescencia obtenida a la frecuencia f 1. 
Como se ve en 3.21 la expresi6n para Ed es proporcional a K2 y esto se debe a que 
estamos suponiendo que los dm pulsos son iguales. Una expresi6n m& cercana al caso 
experimental surge de suponer que cada pulso tiene intensidades distintas y que ad& 
el haz correspondiente a la rama movil ten&& una variaci6n con el retardo a1 cambiar el 
tamaijlo de la cintura sobre la muestra de acuerdo a lo discutido anteriormente. Por lo 
tanto la expresi6n para la energia diferencial serB en este caso proporcional a KI. K2(t0) 
en lugar de K2. 
Por otro lado la energia E2 (to) es tambikn proporcional a K2 (to). De esta manera a1 hacer 
el cociente en el d c u o  de Ed,(to) cancelamos la dependencia de K con el retardo. 
De la expresi6n 3.21 se ve que la curva esperada para la energia diferencial en funci6n 
del retardo deberia ser una biexponencial con dos tiempos de difusi6n. Sin embargo de 
acuerdo a las medidas obtenidas en [44] uno de los tiempos es un factor 20 veces menor y 
con un peso, dado por los coeficientes (al = 0.05 y a2 = 0.95), tambikn 20 veces menor. 
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Figura 4.25: 
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un tiempo linico de rotacicin dado por la relacicin. : 
Este tiempo es obtenido como un promedio pesado entre y G2 y es sugerido en el 
trabajo de [44]. El valor indicado en 4.15 corresponde a los parametros del ajuste aly 
aa, y los tiempos y Q2 medidos en a t e  trabajo. La decicisi6n de asurnir este tiempo 
en nuestro caso se debe a que el ajuste biexponencial requiere una resolucicin temporal en 
la medicicin y una densidad de puntos con la que no contamos en nuestras mediciones. 
De las curvas obtenidas en nuestro experimento, los valores medidos para este tiempo de 
rotacicin difusional (Ql),se encuentran entre 200ps y 400ps, suponiendo siempre un ajuste 
monoexponencial. La expresicin de energia diferencial utilizada para realizar el ajuste es 
la misma que en 4.3. 
Un promedio entre los valores medidos resulta : 
@ = 320 ps. 
En las figuras 4.24 y 4.25, el valor del tiempo de &i6n rotational que resulta del ajuste 
se indica en el mismo grdico (@). 
Capitulo 5 
Conclusiones 
En este trabajo estudiarnos la influencia de la &i6n rotacional en el movimiento de - 
reorientaci6n molecular a travis del a n ~ i  de la fluorescencia total producida despuis 
de una doble excitaci6n. A partir de ese estudio propusimos una tknica para la medici6n 
de tiempos de clXusi6n rotacional basada en la medici6n de la fluorescencia total despuk 
de la doble excitaci6n y comparandola con el doble de la fluorescencia producida con 
una excitaci6n simple. Los resultados te6icos presentados en 10s capitdm 3 y 4, heron 
obtenidos para 10s casos en donde la molkula es esfbrica o elipsoidal. Sin embargo el 
mode10 y la expresiones para la poblacn del fluor6foro obtenidas despub de la resoluci6n 
de la ecuaci6n de evoluci6n, podrian extenderse a casos & generales donde la molkula 
fuera asimbtrica. 
En los tams estudiadw se mostr6 que la energia diferencial, en funci6n del retardo entre 
pulsos, tiene una expresi6n que es suma de decaimientos exponenciales, uno por cada 
tiempo de difusi6n. Btos decaimientos tienen tiempos macteristicos que son suma del 
tiempo de fluorescencia y el tiempo de rotaci6n. Con esto se mostr6 que la energia 
diferencial es una magnitud factible para la obtenci6n de tiempos de rotaci6n. 
El trabajo experimental se desaroll6 con el objetivo de tener un esquema que permita la 
medicitin de energia diferencial en funci6n del retardo, a partir de mediciones de energia 
de fluorescencia. Con el primer esquema armado, que incluy6 el disefio y construcci6n 
curvas de energfa diferencial sigue el decaimiento exponential esperado. A partir de estas 
mediciones se obtuvieron valores de tiempos de difusi6n rotational, aunque los valores 
medidos presentan una gran dispersi6n y tienen diferencias con los valores medidos por 
otras tknicas [7]. 
Una mejora sustancial en el esquema experimental se consigui6 con el uso de pulses h r  
ultracortoe. En especial en el caso del h r  de titanio - zafiro los resultados obtenidos 
son alentadores. Si bikn exite una diferencia entre los valores medidos con nuestra tknica 
y 10s obtenidos en el trabajo de Marroncelli et al [44]; estas dependen de los parhetros 
elegidos en el ajuste, de acuerdo a la discusi6n dada en la secci6n anteriror. Como ejemplo 
un cambio en el parhetro a1 = 0.05 (medido en [q) a a1 = 0.1 alcanza para obtener 
Q, = 300 ps que es el valor promedio obtenido experimentalmente en nuestras mediciones. 
Como concluci6n final se incluyen una serie de ventajas y limitaciones que presente esta 
tknica. 
En primer lugar las limitaciones encontradim son: 
1- La condici6n T > Q, debe cumplirse n e c d e n t e  y esto pone una cota superior a 
los tiempos a medir. 
2 En el experiment0 tiempos de difusi6n del orden del nanmegmdo requieren un gran 
esfuerzo para la &eaci6n de la linea de retardo. La divergencia del haz de la rama mod 
necesariamente cambia con el retardo y el efecto es notable para tiempos en este orden y 
lo mismo sucede con el desplazamiento lateral. Si bien ambos pueden solucionarse, esto 
implica tener que medir la fluorescencia con un pulso, hacer la normalizaci6n y montar 
un sistema de control de alineaci6n antes de cada medici6n. 
SLos valores obtenidos para la energia de fluoresencia dependen principalmente de cual 
es la inhnomogeneidad producida en la muestra con la primera excitaci6n. Por esta raz6n 
para aumentar la seiial de energia diferencial es necesario aumentar la intensidad del 
pulso de excitaci6n. En este sentido intensidades altas ( 2 10W/cm2)  podrian generar 
efectos no lineales que distorsionen los valores obtenidos. &to represents una lirnitaci6n 
Entre las ventajas podemos mencionar: 
1- Los tiempos de &i6n rotacional pueden ser obtenidos en forma directa, ya que 
solo una medici6n (la energia diferencial) es necesaria para ajustar luego el decaimiento 
exponential. 
2- Las distintas deiiniciones de energia diferencial presentan alternativas que pueden sirn- 
plifar notablemente el esquema exeperimental. Para la medici6n de Ed,, Ed,, Edt, es 
necesario una medici6n de fluorescencia polarizada, en este sentido Edt presenta una 
ventaja adicional, y es que los coeficientes que multiplican a las exponenciales no depen- 
den de los tiempos de &i6n o de fluorescencia. Para el caso de Ed,, no se necesitan 
polarizadores en la detecci6n pero en a t e  caso los coeficientes de los tknnhus exponen- 
ciales tienen expresiones mzis complejas. 
3- No se necesitan detectores rhpidos ya que la fluorescencia es integrada en el tiempo y la 
resoluci6n de la tknica esth limitada solo por el ancho temporal del pulso de excitaci6n. 
4La ecuaci6n propuesta para el dculo Mrico de la evoluci6n del sisterna se basa en la 
idea de un proceso de difusi6n, sin embargo la tknica experimental no se lirnita a1 estudio 
de a t e  tipo de procesos, y podria aplicarse a la determinaci6n de tiempos de rotaci6n 
de la molkula fluorescente a h  cuando su evoluci6n estk determinada por otro tipo de 
interacci6n con el medio. 
&to signism que el concepto de poblaci6n diferencial y energia diferencial puede exten- 
derse a situaciones donde los modelos de difusi6n no se cumplen y esto ea interesante 
teniendo en cuenta que las fuentes de excitaci6n (User de pulsos ultracortos) pueden al- 
canzar anchos de pulso en el orden del femtosegundo. En el caso en que la resoluci6n 
en la medici6n de los tiempos de rotaci6n pueda estar en ate orden es posible estudiar 
procems rhpidos donde el proceso browniano puede dejar de tener validez. 
5 Es posible extender la tknica para realizar simultaneamente con las mediciones de flu- 
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10s tiempos de cMusi6n rotational de la molkula en estado excitado y la molkula en su es- 
tado fundamental, que no necesariamente deben ser iguales. En la bibliografia consult& 
no se encontr6 nbgb tipo de medici6n de este tipo. 
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